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INTRODUCCIÓN 
 
Las técnicas de reproducción asistida en mamíferos han evolucionado notablemente a lo 
largo de los años con el fin de preservar razas en peligro de extinción y mejorar la 
producción animal. Un gran salto en la mejora de la reproducción animal fue gracias a la 
inseminación artificial (IA), la cual empezó a utilizarse en cunicultura desde 1920 
(Sinkovicks y cols., 1983). Sin embargo, en las explotaciones cunícolas españolas no fue 
instaurada hasta finales de los años 80 (López y Alvariño, 2000; Lavara y cols., 2003; 
Hernández y cols., 2012). Este gran avance fue posible debido a que la fertilidad obtenida 
mediante IA, tanto a partir de semen fresco como de semen refrigerado, se asemejaba a 
la obtenida mediante monta natural (80% de fertilidad) (Hernández y cols., 2012). 
Actualmente la IA es una práctica muy común que aporta notables ventajas y conlleva un 
aumento de la eficiencia económica de las explotaciones: permite disminuir el número de 
machos reproductores en la granja, puesto que con el eyaculado de un macho es posible 
inseminar entre 30-35 hembras; es posible valorar la calidad seminal y controlar la 
transmisión de enfermedades; nos posibilita reagrupar hembras en el mismo estadio del 
ciclo y por lo tanto sincronizar partos; ofrece la ventaja de distribuir semen incluso entre 
largas distancias; y además seleccionar buenos machos reproductores lo que nos da 
opción a mejorar la genética de la raza y preservar recursos genéticos (Alvariño, 1993; 
López y Alvariño, 1998). 
Otras técnicas de reproducción asistida como la fecundación in vitro (FIV), la 
transferencia de embriones (TE) y la inyección intracitoplasmática de espermatozoides 
(ICSI) son actualmente muy utilizadas en medicina humana, gracias al desarrollo y puesta 
a punto de las mismas utilizando modelos animales. El conejo es considerado uno de los 
mejores modelos animales de laboratorio debido a la gran similitud que presentan sus 
espermatozoides con los espermatozoides humanos. Además son animales de fácil 
manejo, en los que resulta sencillo obtener muestras seminales (a diferencia del ratón no 
es necesario sacrificar al animal), se pueden obtener resultados más rápidos (períodos 
cortos de gestación) y existe la posibilidad de adaptar el mismo a experimento en otras 
especies. Cabe destacar que la primera TE tiene sus orígenes en 1890, cuando Walter 
Heape transfirió con éxito embriones de una coneja a otra naciendo seis gazapos 
completamente sanos (Biggers, 1991). En 1929, Lewis y Gregory publicaron el primer 
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experimento de FIV el cual se había realizado en la especie cunícola. Lewis y Gregory 
lograron madurar embriones in vitro hasta el estadio de blastocisto y, a pesar de no 
obtener descendencia viva tras transferirlos a las trompas de Falopio de una coneja, este 
estudio sirvió de modelo para otras especies animales. No fue hasta 1934 cuando Pincus 
y Enzmann obtuvieron el primer nacimiento de un conejo procedente de la técnica FIV. 
Por ello, el desarrollo de estas biotecnologías hace necesario implementar métodos más 
eficaces para la preservación de material genético, sistemas que permitan el 
almacenamiento durante largos períodos de tiempo manteniendo la viabilidad de los 
espermatozoides y que garanticen también su transporte entre largas distancias. La 
refrigeración, la congelación y la liofilización son los tres métodos utilizados para la 
preservación seminal. 
La refrigeración es la principal técnica utilizada en las explotaciones cunícolas de cría 
intensiva. A pesar de ello, es una técnica que solo permite almacenar espermatozoides a 
temperaturas entre 4 y 25ºC durante 48 horas, tras ese período de tiempo la fertilidad se 
ve considerablemente afectada (López y Alvariño, 1998; Roca y cols., 2000; Johinke y 
cols., 2014). Por ello, resultaría de gran interés la investigación de nuevos diluyentes que 
permitan almacenar semen durante períodos de tiempo más largos y también optimizar 
del proceso de refrigeración.  
La supervivencia espermática se ve afectada tanto por la temperatura de almacenamiento 
como por la composición del diluyente (Carluccio y cols., 2004). Para cumplir con las 
necesidades de los espermatozoides, la mayoría de los diluyentes de refrigeración están 
compuestos a base de una solución tampón y suplementos. La solución tampón está 
compuesta por citrato de sodio, acetato potásico y/o bicarbonato sódico que son los 
encargados de aportar los minerales necesarios para garantizar un pH en torno a 7 y un 
adecuado equilibrio iónico. Los suplementos son muy variados y podemos encontrar 
diferentes opciones: sustancias coloidales que protegen los espermatozoides evitando su 
aglutinación y precipitación, como puede ser el ácido etilen-1,2-diamino 2,2’,2’’,2’’-
tetraacético (EDTA); sustancias nutritivas que favorezcan el metabolismo, vida y 
longevidad del espermatozoide como lo son la glucosa y los antioxidantes; y sustancias 
bactericidas como la gentamicina, penicilina, enrofloxacina y/o estreptomicina que evitan 
la proliferación de bacterias (Alvariño, 1993). Debido a la gran cantidad de 
combinaciones posibles, han sido muchos los diluyentes (López y Alvariño, 2000; 
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Carluccio y cols., 2004) y sustancias (Trejo y cols., 2013; Johinke y cols., 2014; Sariözkan 
y cols., 2014) estudiadas para preservar el semen durante el máximo tiempo posible. Sin 
embargo, Carluccio y cols. (2004) demostraron que INRA 96® mantenía la calidad del 
semen de conejo mejor que otros diluyentes a pesar de ser un diluyente específico para 
refrigerar semen de caballo.  
En la actualidad, la congelación o criopreservación es el único método capaz de 
preservar espermatozoides durante períodos indefinidos de tiempo (Gibb y Aitken, 2016). 
La primera congelación espermática data de 1776, cuando Lazaro Spallanzani observó 
que espermatozoides de humanos, caballos y ranas quedaban inmovilizados cuando 
entraban en contacto con nieve y se reactivaban cuando eran sometidos de nuevo a altas 
temperaturas. En 1937, Bernstein y Petropavlovsky congelaron espermatozoides de 
conejo, cobaya, morueco, toro, cerdo, caballo y aves utilizando una solución con glicerol, 
que permitió alcanzar temperaturas de congelación de -21ºC. No obstante, no fue hasta 
1949 cuando Polge y cols. introdujeron el glicerol como crioprotector (CP), suponiendo 
un gran avance en el desarrollo de los sistemas de congelación celular. 
Hoy en día, la criopreservación seminal se emplea con éxito en la especie bovina gracias 
a las elevadas tasas de supervivencia espermática tras la descongelación (Carluccio y 
cols., 2004), sin embargo en la especie cunícola no se ha desarrollado ningún 
procedimiento ni ningún diluyente efectivo que pueda evitar el daño que sufren los 
espermatozoides durante el proceso de congelación-descongelación, por lo que en 
cunicultura este método no es utilizado con fines comerciales (López y Alvariño, 1998; 
Maeda y cols., 2012). Esto es debido a que son muchos los factores que influyen durante 
el proceso de congelación-descongelación. Nos encontramos con factores internos o 
propios del animal (especie animal, conformación del espermatozoide, permeabilidad de 
la membrana, hidratación, etc) y con factores externos los cuales podemos modificar para 
evitar el daño celular (composición química del diluyente, temperatura de congelación, 
velocidad de congelación y descongelación, plasma seminal (PS), etc).  
La congelación aporta el beneficio de que permite preservar semen durante más tiempo, 
mediante la reducción de la tasa metabólica de los espermatozoides disminuyendo el 
gasto de ATP y la motilidad espermática, también reduciendo la producción de 
metabolitos tóxicos procedentes de la glucólisis y la fosforilación oxidativa que acidifican 
el medio (peróxido de hidrógeno, aldehídos o dióxido de cloro) y reduce las especies 
Introducción  
 6 
 
reactivas de oxígeno (ROS) (Hammerstedt, 1993; Gibb y Aitken, 2016). Sin embargo, 
durante el proceso de congelación-descongelación, en los espermatozoides de los 
mamíferos, se forman cristales de hielo intracelulares que causan destrucción celular y 
daño en la membrana, el citoesqueleto, el acrosoma, el ADN y el flagelo (Fuller y Paynter 
2004; Hernández y cols., 2012), lo que conlleva a una bajada de la tasa de fertilidad de al 
menos un 20% (Castellini y cols., 2006). Para evitar este grave daño irreversible, es 
necesario mejorar los protocolos de crioconservación. 
Una manera de mejorar los protocolos de congelación de semen es mediante la 
investigación de nuevos agentes CP. El glicerol es el principal CP utilizado para la 
criopreservación de espermatozoides tanto en animales domésticos como salvajes (Curry 
y cols., 1995), a pesar de ello no es el primer CP de elección a la hora de congelar 
espermatozoides de conejo debido a la toxicidad que presenta en esta especie. Otros 
autores han demostrado previamente en conejos que el glicerol puede provocar estrés 
osmótico y desnaturalización de proteínas (Alvariño 1993; Gilmore y cols., 1995; 
Iaffaldano y cols., 2012) debido a su alto peso molecular, el cual hace que atraviese la 
membrana celular más lentamente que otros CP y ocasione estrés oxidativo en la 
membrana (Gilmore y cols., 1995). Por ello, dadas las características de los 
espermatozoides de conejo (alta energía de activación y bajo coeficiente de permeabilidad 
de agua), los CP con menor peso molecular y mayor permeabilidad, como las amidas o 
los grupos metilos, podrían ser los más adecuados para reducir el daño osmótico (Darin-
bennet y White, 1977; Curry y cols., 1995; Mocé y Vicente, 2009). La N, N-
dimetilformamida (DMF) es un disolvente amida que podría utilizarse como CP en la 
congelación de espermatozoides. Hasta la fecha no hay estudios sobre la eficacia que 
podría tener la DMF para congelar semen de conejo, pero sí que los hay en otras especies. 
Por ejemplo, estudios previos demostraron que la DMF es mejor CP que el glicerol 
cuando es utilizada para congelar espermatozoides de caballos (Olaciregui y cols., 2014; 
Pukazhenthi y cols., 2014). Por el contrario, se ha demostrado que en jabalí (Malo y cols., 
2009), perro (Futino y cols., 2008; Lopes y cols., 2009; Mota Filho y cols., 2011), cabra 
(Bezerra y cols., 2011) y aves (Chalah y cols., 1999) la calidad de los espermatozoides 
empeora cuando se usa DMF en lugar de glicerol. Otro disolvente amida utilizado 
comúnmente en reacciones químicas es N-metil-2-pirrolidona (NMP). Pero a diferencia 
de la DMF, no hay estudios previos de congelación seminal en ninguna especie utilizando 
este CP. 
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Otro factor a tener en cuenta para mejorar el protocolo de congelación de semen de conejo 
podría ser el efecto que ejerce el PS. El PS es la fracción líquida del semen que interviene 
en la supervivencia y competencia espermática, el desarrollo embrionario, la receptividad 
endometrial y la función ovárica de las hembras después de la IA (Holtz y Foote, 1978; 
Alvariño, 2000; Troedsson y cols., 2005; Waberski y cols., 2006). El PS está compuesto 
por fructosa, sorbitol, ácido cítrico, inositol, glicerol, ergotioneína, ácido glutámico, 
electrolitos, glicerilfosforilcolina, proteínas como el factor inductor de la ovulación (FIO) 
(Silva y cols., 2011), glicoproteínas, enzimas y minerales como sodio, potasio, fósforo, 
magnesio, calcio y zinc (Holtz y Foote, 1978; Setchell, 1989). Cada componente del PS 
tiene un rol diferente; FIO es una de las principales proteínas que estimula la secreción 
de la hormona luteinizante (LH), la ovulación y el desarrollo del cuerpo lúteo en especies 
con ovulación inducida o espontánea (Adam y Rato, 2013). Además, el FIO aumenta el 
número total de folículos antrales y folículos anovulatorios hemorrágicos en conejos 
(Silva y cols., 2011). Por el contrario, el PS presenta una glicoproteína que inhibe 
reversiblemente el proceso de capacitación espermática y la reacción acrosómica (Eng y 
Oliphant, 1979). Sin embargo los resultados en conejos no son muy concluyentes, la 
presencia de PS ha mostrado un ligero efecto beneficioso sobre la calidad del esperma 
(Gogol, 1999; Castellini y cols., 2000; Aksoy y cols., 2008). Al igual que con el diluyente, 
el efecto del PS parece estar relacionado con la especie animal. En bovino (Sahni y 
Mohan, 1990; Graham, 1994), ovino (Graham, 1994) y equino (Aurich y cols., 1996; 
Moore y cols., 2005) se ha demostrado un efecto nocivo del PS durante el proceso de la 
congelación y descongelación de semen. Por el contrario, Sahni y Mohan (1990) y 
Martínez-Pastor y cols. (2006) demostraron que era mejor mantener el PS durante el 
proceso de congelación de espermatozoides de búfalo y ciervo respectivamente. 
Por último, la tercera técnica utilizada para conservar semen es la liofilización, un proceso 
de conservación por el cual un sustrato congelado se somete a un primer secado por 
sublimación y posteriormente un segundo secado por desorción para conseguir la 
reducción del solvente y así, reducir las pérdidas de los componentes volátiles o termo-
sensibles de una sustancia (Jennings, 2002). Los orígenes de la liofilización se remontan 
al año 200 a.C. cuando los incas fabricaban chuño (papa liofilizada) y charqui (carne de 
llama), posteriormente fueron los vikingos quienes la utilizaron para conservar arenque 
de pescado. Más adelante, en 1935, Flosdorf y Mudd mejoraron la técnica consiguiendo 
liofilizar tejidos animales, plasma sanguíneo y fármacos. Pero no fue hasta 4 años más 
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tarde cuando se intentó conservar células vivas (bacterias, virus y hongos) mediante 
deshidratación (Flosdorf y Kimball, 1939). Desde entonces la liofilización ha sido 
considerada un método óptimo para preservar fármacos y alimentos (Ramirez y 
Cañizares, 2003), por ello en los últimos años los científicos han centrado su atención en 
adaptar esta técnica para preservar semen de mamíferos. En 1949, Polge y cols. llevaron 
a cabo los primero intentos de liofilización de semen en aves y fue poco después cuando 
se intentó liofilizar semen de humano (Sherman, 1954) y de bovino (Bialy y Smith, 1957), 
sin obtener en ninguna de estas experiencias semen viable. El éxito fue obtenido por 
Wakayama y Yanagimachi (1998) cuando consiguieron la primera cría viva nacida a 
partir de semen liofilizado de ratón. Desde entonces se demostró que, a pesar de que los 
espermatozoides pierden su movilidad, sufren alteraciones en su morfología y daños 
moleculares durante el proceso de la liofilización; su ADN puede mantenerse íntegro y 
ser capaz de activar al ovocito dando lugar al desarrollo embrionario. Para que esto suceda 
los espermatozoides deben ser microinyectados en el ovocito mediante ICSI, aun así la 
tasa de fertilidad se ve seriamente comprometida por lo que su uso se restringe 
exclusivamente a nivel experimental. Hasta el momento, el único estudio publicado sobre 
la posibilidad de obtener descendencia a partir de espermatozoides liofilizados de conejo 
es de Liu y cols. (2004). En esta experiencia se transfirieron 230 embriones obtenidos 
mediante ICSI a 8 conejas de las cuales una quedó gestante y parió a los 33 días un feto 
formado y normal pero muerto a causa de una distocia a la hora del parto. En otras 
especies también se ha conseguido obtener descendencia viva, como en ratones 
(Wakayama y Yanagimachi, 1998; Kusakabe y cols., 2001; Ward y cols., 2003; Kaneko 
y Nakagata, 2006; Kusakabe y cols., 2008; Kaneko y Serikawa, 2012), ratas (Hirabayashi 
y cols., 2005; Hochi y cols., 2008) y caballos (Choi y cols., 2011). Por el contrario, en 
perros (Watanabe y cols., 2009; Olaciregui y cols., 2015), primates (Sanchez-Partida y 
cols., 2008), gatos (Ringleb y cols., 2011), cerdos (Men y cols., 2013; García Campos y 
cols., 2014) y toros (Martins y cols., 2007; Hara y col, 2011) no se ha obtenido 
descendencia viva. 
Pese a que es la técnica más complicada, la liofilización posee grandes ventajas. A 
diferencia de la criopreservación, una vez liofilizado el semen, no es necesario 
almacenarlo a bajas temperaturas ni se requiere nitrógeno líquido (LN2), por lo que se 
reducen enormemente lo costes de almacenamiento, mantenimiento y transporte de las 
dosis seminales. Gracias a esta técnica, espermatozoides liofilizados de conejo han 
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podido ser almacenados durante 2 años a 4ºC (Lui y cols., 2004; Keskintepe y Eroglu, 
2015).  
Sin embargo, son muchos los estudios que deben llevarse a cabo para poder perfeccionar 
el procedimiento de liofilizar y rehidratar espermatozoides. Durante la liofilización-
rehidratación, el ADN espermático puede dañarse debido al estrés mecánico y oxidativo 
al que está sometido (Kusakabe y cols., 2001; Kusakabe y cols., 2008). Esto es debido a 
que los cationes divalentes de Ca2+ y Mg2+ activan las endonucleasas de las membranas 
plasmáticas de los espermatozoides induciendo procesos de estrés oxidativo por la 
liberación de ROS, dañando el ADN y dando lugar a aberraciones cromosómicas 
(Kusakabe y cols., 2001; Sotolongo y cols., 2005). Estudios previos han demostrado que 
agentes quelantes como el EDTA o el ácido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N’,N’-
tetraacético (EGTA) añadidos al medio de liofilización se combinan con los cationes 
divalentes formando complejos estables y por lo tanto son capaces de evitar la 
fragmentación del ADN de los espermatozoides (Kusakabe y cols., 2001; Kaneko y 
Nakagata, 2006; Kusakabe y cols., 2008). Por otro lado, se ha demostrado que 
compuestos de origen vegetal, como el ácido rosmarínico (Pereira y cols., 2005), son 
capaces de neutralizar los ROS evitando el estrés oxidativo en cultivos celulares 
(Kusakabe y cols., 2001; Kusakabe y cols., 2008). Recientemente se ha comprobado que 
la incorporación de ácido rosmarínico en medios de congelación (Malo y cols., 2009; 
Zhang y cols., 2012; Luño y cols., 2014) y de liofilización (Olaciregui y cols., 2017) 
también proporciona protección a los espermatozoides frente al estrés oxidativo y mejora 
la calidad de la preservación de los espermatozoides.  
Al igual que con las otras técnicas, la temperatura y el tiempo de almacenamiento son dos 
factores que deben tenerse en cuenta. Un gran avance sería poder almacenar semen 
durante largos períodos de tiempo y transportarlo a temperatura ambiente, sin embargo 
los estudios realizados hasta el momento han llegado a la conclusión que la temperatura 
óptima de almacenamiento son 4ºC (Wakayama y Yanagimachi, 1998; Kaneko y 
Nakagate, 2005; Hochi y cols., 2008; Olaciregui y cols., 2015). Por otro lado, Kaneko y 
Nakagata (2005) han demostrado que espermatozoides liofilizados de ratón pueden ser 
almacenados durante 3 meses a temperatura ambiente y además, años más tarde, Kaneko 
(2014) también demostró que se podía obtener crías vivas a partir de semen de ratón 
liofilizado que había sido transportando a temperatura ambiente entre Japón y Estados 
Unidos. 
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Hoy en día, las técnicas de reproducción en cunicultura no están tan avanzadas como en 
otras especies debido a la baja tasa de fertilidad obtenida con semen congelado o 
liofilizado. Por ello consideramos muy importante estudiar el campo de la reproducción 
en la especie cunícola, con el fin de conseguir mantener el semen refrigerado durante más 
tiempo y poder facilitar su transporte, mejorar el protocolo de congelación seminal para 
poder utilizarse de forma rutinaria a nivel comercial y finalmente mejorar la técnica de 
liofilización para preservar material genético de razas en peligro de extinción. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Artículo 1: Revisión bibliográfica 
“Preservación seminal: estado actual en la especie 
cunícola” 
(Boletín de cunicultura. 180, 30-35, 2016)
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OBJETIVOS 
 
El principal objetivo de esta tesis doctoral fue investigar los procesos de refrigeración, 
congelación y liofilización espermática en la especie cunícola. Para ello, se propusieron 
los siguientes objetivos:  
1. Evaluar la influencia del PS y el efecto de diferentes CP (glicerol, DMF y NMP) 
sobre la calidad espermática durante el almacenamiento de las muestras seminales 
en condiciones de refrigeración (Artículo 2). 
2. Valorar el efecto protector del glicerol, DMF y NMP en espermatozoides de 
conejo refrigerados a dos temperaturas (16ºC y 4ºC) durante un largo período de 
tiempo (Artículo 3).  
3. Analizar el efecto de diferentes CP (glicerol, DMF y NMP) y del PS frente al 
posible shock térmico que pueden sufrir los espermatozoides durante el proceso 
de congelación. (Artículo 4). 
4. Evaluar el efecto de dos agentes quelantes (EGTA y EDTA) y sustancias 
antioxidantes como el ácido rosmarínico sobre la integridad del ADN de 
espermatozoides liofilizados. Determinar la temperatura óptima de 
almacenamiento de espermatozoides liofilizados. (Artículo 5). 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
  
 
 25  
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
I. Animales 
Todos los procedimientos experimentales de esta tesis doctoral se realizaron según lo 
establecido en el RD 1201/05 de la Ley de Protección animal, que cumple con la Directiva 
de la Unión Europea 86/609 de protección de animales utilizados con fines 
experimentales y otros fines científicos. 
Las muestras seminales se obtuvieron de machos reproductores previamente 
seleccionados procedentes de un centro de IA (Técnicas Cunícolas S.A., Zaragoza, 
España). Los conejos fueron alojados en jaulas individuales con un ciclo de 12 horas de 
luz y 12 horas de oscuridad a una temperatura ambiente entre 22 y 24ºC y una humedad 
relativa del 60-70%. Todos los conejos fueron alimentados con una dieta comercial de 
acuerdo con su condición reproductiva y se les suministró agua fresca ad libitum.  
II. Medios 
El medio utilizado para refrigerar las muestras de semen fue INRA 96® (IMV 
Technologies, L’Aigle, Francia), al que se le añadieron diferentes CP (Tabla 1). Para el 
proceso de congelación se utilizó BotuCrio® (Nidacon, Mölndal, Suecia) como diluyente 
control y un diluyente de refrigeración (INRA 96®) al que se le añadieron diferentes CP 
(Tabla 2). Finalmente, para la preparación de las muestras a liofilizar elaboramos un búfer 
base (tampón 10 mM TRIS-HCl y 50 mM NaCl) que suplementamos con agentes 
quelantes (EGTA y EDTA) y ácido rosmarínico. Todos los medios fueron ajustados a una 
osmolaridad de 265-270 mOsm/kg y a un pH de 8.2-8.5 (Tabla 3).  
Tabla 1. Composición de los cuatro diluyentes utilizados para refrigerar semen de conejo. 
 INRA 96® Glicerol DMF NMP 
Diluyente A 100% - - - 
Diluyente B 94% 6% - - 
Diluyente C 94% - 6% - 
Diluyente D 94% - - 6% 
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Tabla 2. Composición de los cuatro diluyentes utilizados para congelar semen de conejo. 
 BotuCrio® INRA 96® Glicerol DMF NMP 
Diluyente A 100% - - - - 
Diluyente B - 94% 6% - - 
Diluyente C - 94% - 6% - 
Diluyente D - 94% - - 6% 
 
Tabla 3. Composición de los cuatro diluyentes utilizados para liofilizar semen de conejo. 
 EGTA EDTA Ácido rosmarínico 
EGTA 50 mM - - 
EGTA-RA 50 mM - 105 µM 
EDTA - 50 mM - 
EDTA-RA - 50 mM 105 µM 
 
III. Recogida de muestras seminales 
Las muestras seminales se obtuvieron utilizando una vagina artificial (IMV Technologies, 
L’Aigle, Francia) y un tubo colector (Figura 1). La temperatura de la camisa de la vagina 
artificial fue atemperada previamente a 42ºC. Recuperado el eyaculado, se retiró la fase 
gelatinosa o tapón mucoso para evitar el aglutinamiento de los espermatozoides. Previo 
a la dilución, se realizó un análisis macroscópico de cada eyaculado para evaluar el color 
y volumen de la muestra, y un primer análisis microscópico para evaluar la motilidad 
espermática. Únicamente los eyaculados que presentasen color blanco, un volumen 
superior a 0.2 ml y al menos un 85% de motilidad fueron utilizados para los estudios. 
Tras esta primera evaluación los eyaculados se mezclaron con el propósito de eliminar la 
variabilidad del efecto individuo y se mantuvieron a 37ºC hasta su procesado.  
 
Figura 1. Tubos colectores con semen recién extraído. 
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IV. Procesado del semen 
Las muestras heterospérmicas se procesaron siguiendo los siguientes protocolos: 
Protocolo de refrigeración 
Las muestras espermáticas se dividieron en varios tubos eppendorf (Eppendorf, 
Hamburgo, Alemania) para ser procesadas con y sin PS. Las muestras con PS se diluyeron 
(1:5) con los diluyentes previamente preparados (Tabla 1) y atemperados a 37ºC. Por otro 
lado, las muestras a las que se les retiró el PS, fueron centrifugadas una única vez a 700 
x g durante 10 minutos a 37ºC y, tras la eliminación del sobrenadante, cada sedimento 
fue resuspendido (1:5) con los diluyentes específicos (Tabla 1) también previamente 
atemperados a 37ºC. A continuación cada muestra seminal se dividió en dos tubos 
eppendorf con el fin de almacenar cada una a 16ºC y a 4ºC. El descenso de la temperatura 
desde los 37ºC hasta los 16ºC o los 4ºC se realizó progresivamente en un período de 
tiempo de entre 90 y 120 minutos (Mocé y Vicente, 2009) para finalmente almacenar las 
muestras en refrigeración. 
Protocolo de congelación 
El procedimiento de criopreservación de muestras espermáticas se realizó siguiendo la 
metodología descrita previamente por Alvariño (1993) y Mocé y Vicente (2009). En esta 
ocasión las muestras también fueron procesadas con y sin PS. Las muestras con PS se 
diluyeron (1:5) con los diluyentes previamente preparados (Tabla 2) y atemperados a 
37ºC. Las muestras a las que se les retiró el PS, fueron centrifugadas una vez a 700 x g 
durante 10 minutos a 37ºC y, tras la eliminación del sobrenadante, cada sedimento fue 
resuspendido (1:5) con los diluyentes específicos (Tabla 2) también previamente 
atemperados a 37ºC. Todas las muestras fueron sometidas a un primer descenso gradual 
de la temperatura desde los 37ºC hasta los 4ºC en un período de tiempo de entre 90 a 120 
minutos para evitar un shock térmico.  
Una vez las muestras estaban a una temperatura estable de 4ºC, se cargaron en pajuelas 
de congelación de 0.5 ml (Minitube Ibérica, Tarragona, España). Antes de sumergir las 
pajuelas en LN2 para su almacenamiento a -196ºC, las muestras seminales se congelaron 
con vapores de LN2, colocando las pajuelas horizontalmente durante 20 minutos sobre 
una rejilla a 4 cm del nivel de LN2 (Figura 2a y 2b).  
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Figura 2. Unidad de congelación y rejilla con pajuelas de congelación (a) y tanque de nitrógeno 
líquido con pajuelas de congelación (b). 
Protocolo de descongelación 
Las muestras espermáticas se descongelaron colocando las pajuelas en un baño maría a 
37ºC durante 21 segundos. Posteriormente, se secaron las pajuelas y las muestras de 
semen descongelado se colocaron en tubos eppendorf ubicados en un baño maría a 37ºC 
donde se mantuvieron hasta ser analizadas.  
Protocolo de liofilización 
El protocolo de liofilización se realizó siguiendo la metodología descrita por Wakayama 
y Yanagimachi (1998). Las muestras heterospérmicas se centrifugaron a 700 x g durante 
10 minutos a 37ºC, el sobrenadante fue eliminado y posteriormente, el sedimento se 
resuspendió en los medios de liofilización previamente preparados (Tabla 3). Una vez las 
muestras estaban diluidas y estabilizadas a 37ºC, 150 µl de solución se decantó en 
crioviales de vidrio de 1 ml de capacidad (Labcon North America, California, EE.UU.). 
Los crioviales se sumergieron en LN2 durante 5 minutos e inmediatamente después, las 
muestras congeladas fueron colocadas en el estante precongelado a -50ºC de un 
liofilizador programable (Lyobeta 25, Telstar) (Figura 4a y 4b) instalado en el Servicio 
de Experimentación Animal de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza. Se realizaron dos 
fases de secado para liofilizar las muestras: un secado primario a 0.053 mbar de presión 
y a -68ºC y un segundo secado a 0.018 mbar de presión y a 20ºC de temperatura. Tras el 
proceso de liofilización los crioviales se sellaron con copas de goma y Parafilm M® 
(Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España) y se almacenaron por duplicado en un 
desecador de vidrio convencional a 4ºC y a temperatura ambiente. 
a b 
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Figura 3. Crioviales congelados (a) y liofilizador programable (b). 
Protocolo de rehidratación 
La rehidratación de los espermatozoides de conejo liofilizados se realizó mediante la 
adición de 300 µl de agua Milli-Q® (Millipore Corporation, Massachusetts, EE.UU.) 
previamente atemperada acorde con la temperatura de almacenaje de los espermatozoides 
liofilizados.  
V. Evaluación de los espermatozoides 
Para determinar la viabilidad de los espermatozoides se evaluaron los siguientes 
parámetros: 
Motilidad y cinética 
La motilidad espermática y los parámetros cinéticos se evaluaron con el sistema integrado 
de análisis de semen (ISAS®; PROISER R+D, Valencia, España) siguiendo el ajuste 
predeterminado específicamente para conejos. Para ello se colocaron 5 µl de semen en un 
portaobjetos y se cubrió con un cubreobjetos de 20 x 20 mm. Las muestras se examinaron 
con un microscopio de contraste de fases y un aumento x100. Se capturaron cinco campos 
aleatoriamente y se adquirieron hasta 200 fotogramas por segundo seleccionando 
partículas con un área de entre 10 y 70 µm2. Los parámetros evaluados fueron: motilidad 
total (MOT; %), velocidad curvilínea (VCL; μm/s), velocidad rectilínea (VSL; μm/s), 
velocidad media (VAP; μm/s), índice de linealidad de la trayectoria curvilínea 
(LIN=VSL/VCL; %), índice de rectitud (STR=VSL/VAP; %), índice de oscilación 
(WOB=VAP/VCL; %), amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH; 
μm) y frecuencia de batido (BCF; Hz).  
a b 
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Vitalidad  
La vitalidad de los espermatozoides se evaluó con la tinción de eosina-nigrosina 
siguiendo el protocolo establecido por Bjorndahl y cols. (2003). Para ello, se colocó una 
alícuota de semen sobre un portaobjetos de vidrio, se mezcló con un volumen igual de 
suspensión de eosina-nigrosina y se hizo un frotis. Una vez el frotis estaba seco, se 
examinaron 100 espermatozoides por muestra con un microscopio a x400 aumentos.  
Los espermatozoides vivos no tenían la membrana dañada por lo que no dejaban penetrar 
el colorante en su interior, de este modo la cabeza de los espermatozoides estaba sin teñir, 
de color blanco. Por otro lado, los espermatozoides muertos, debido al daño en la 
membrana, permitieron la entrada del colorante en el interior de la célula y se observaban 
espermatozoides con cabeza de color roja o rosa oscura (teñidos) (WHO, 2010).  
      
Figura 4. Espermatozoide sin teñir (a) y espermatozoide teñido (b). 
Integridad de la membrana plasmática  
La prueba utilizada para evaluar la integridad de la membrana plasmática del 
espermatozoide fue el test hipoosmótico (HOS test), el cual se basa en la resistencia de la 
membrana plasmática cuando es sometida a un medio hipoosmótico. El test se realizó 
siguiendo el protocolo establecido por Jeyendran y cols. (1984) que consiste en mezclar 
10 µl de semen con 90 µl de solución HOS (100 mM de citrato de sodio) en un tubo 
eppendorf y posteriormente incubar a 37ºC durante 30 minutos. Transcurridos los 30 
minutos, se añaden 100 µl de glutaraldehído al 2% para fijar los espermatozoides. Se 
colocaron 10 µl de la mezcla sobre un portaobjetos y se cubrió con un cubreobjetos para 
examinar 100 espermatozoides por muestra mediante un microscopio de contraste de 
fases a x400 aumentos.  
Los espermatozoides con las membranas intactas permitieron la entrada de agua dentro 
de ellos, dando lugar a espermatozoides hinchados con la cola en espiral (Amorim y cols., 
2009; WHO, 2010).  
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Figura 5. Espermatozoide con cola en espiral (a) y espermatozoide con cola recta (b). 
Integridad del acrosoma 
El protocolo desarrollado por Pursel y Johnson (1974) se basa en la fijación de los 
espermatozoides para apreciar la morfología y la integridad de la membrana del 
acrosoma. Para ello, 10 µl de semen se fijaron con 90 µl de glutaraldehído al 2%. 
Inmediatamente después, 10 µl de la mezcla se colocó sobre un portaobjetos y se cubrió 
con un cubreobjetos para examinar 100 espermatozoides por muestra con un microscopio 
de contraste de fases utilizando un aumento x1000 y aceite de inmersión.  
Los acrosomas se clasificaron en dos clases: acrosomas intactos (cresta apical normal) y 
acrosomas dañados (cresta apical dañada o ausencia de cresta apical). 
Integridad del ADN espermático 
El test de dispersión de la cromatina del espermatozoide (SCDt) específicamente 
diseñado para la especie Oryctolagus cuniculus (O.cuniculus-Halomax® kit; Halotech 
DNA S.L., Madrid, España) fue el utilizado para evaluar la integridad del ADN de los 
espermatozoides liofilizados. Esta técnica está basada en la respuesta diferencial del 
núcleo del espermatozoide fragmentado y no fragmentado a un tratamiento de  
desnaturalización del ADN. La extracción de las proteínas nucleares del espermatozoide 
libera los fragmentos alterados del ADN, de esta forma la cromatina se dispersa formando 
un halo periférico ligeramente teñido. 
La evaluación de la fragmentación del ADN espermático se realizó siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Primero se preparó el material, la solución de lisis se dejó a 
temperatura ambiente y los tubos con agarosa se precalentaron en baño maría entre 95 y 
100⁰C durante 5 minutos y seguidamente se pasaron al baño maría de 37⁰C. Los 
espermatozoides liofilizados y posteriormente rehidratados se centrifugaron a 1000 x g 
durante 2 minutos, y tras eliminar el sobrenadante, el sedimento se resuspendió en 500 µl 
a b 
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de tampón fosfato salino (PBS; Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). En un 
tubo eppendorf se introdujeron 25 μl de las muestras espermáticas diluidas en PBS y se 
añadieron 50 μl de la agarosa líquida, se homogeneizaron y se mantuvieron a 37⁰C. 
Seguidamente, se colocó una gota de 2 μl de cada suspensión espermática dentro del 
pocillo marcado del portaobjetos y se cubrió con cubreobjetos de vidrio de 24 x 24 mm. 
El portaobjetos se mantuvo en posición horizontal durante 5 minutos a 4ºC para que se 
solidificase la agarosa. Pasados los 5 minutos se retiró el cubreobjetos suavemente y el 
portaobjetos fue sumergido completamente en 10 ml de solución de lisis durante 5 
minutos. A continuación se lavaron las muestras en agua destilada durante 5 minutos y se 
deshidrataron por inmersión en dos baños sucesivos de etanol (70% y 100%) durante 2 
minutos cada uno. Finalmente las muestras se dejaron secar al aire para posteriormente 
ser teñidas.  
Los espermatozoides se tiñeron con el kit comercial de fluorescencia verde (FluoGreen®; 
Halotech DNA S.L., Madrid, España). Una vez que el reactivo A se mezcló con el 
reactivo B en una proporción de 1:1, se colocaron 3 μl de la mezcla en cada pocillo para 
teñir la cromatina espermática. Las muestras fueron evaluadas con un microscopio de 
fluorescencia a x400 aumentos (Olympus BX-40, Olympus U-RFL-T, Tokyo, Japón) y 
se contaron al menos 400 espermatozoides por muestra.  
Los espermatozoides que presentaban un pequeño halo compacto alrededor del núcleo 
espermático tenían el ADN intacto (Figura 6a), mientras que los espermatozoides con el 
ADN fragmentado mostraban un halo grande y disperso (Figura 6b).  
      
Figura 6. Espermatozoide con ADN intacto (a) y espermatozoide con ADN fragmentado (b). 
a b 
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Análisis estadístico 
Todos los estudios se realizaron por triplicado. Los datos se analizaron con el paquete 
estadístico IBM SPSS, versión 23 para Windows (SPSS, Chicago, EE. UU.). Los 
resultados correspondientes a los estudios de refrigeración y congelación se expresaron 
con la media ± SEM. Los valores relativos a los efectos de los diluyentes, el PS, la 
temperatura y el tiempo de almacenamiento de las muestras refrigeradas y congeladas se 
analizaron como factores fijos en un modelo lineal general (GLM) utilizando un diseño 
factorial completo con interacciones entre factores. La prueba post hoc de Duncan se 
utilizó para evaluar el efecto del diluyente y el tiempo de almacenamiento. Por otro lado, 
los datos relativos a la fragmentación de ADN se expresaron en porcentajes y se 
analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado de Pearson. En todos los estudios el nivel 
de significancia se estableció en p<0.050. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 
 
Objetivo 1: Evaluar la influencia del PS y el efecto de diferentes CP (glicerol, DMF 
y NMP) sobre la calidad espermática durante el almacenamiento de las muestras 
seminales en condiciones de refrigeración. 
Diseño experimental 
Las muestras seminales fueron obtenidas de ocho machos reproductores de un centro de 
IA. Con el fin de eliminar las diferencias individuales de cada animal, las muestras fueron 
homogeneizadas. En el primer estudio la muestra heterospérmica se dividió en ocho 
fracciones. Una de ellas se diluyó (1:5) con un medio base de refrigeración (INRA 96®) 
y fue utilizada como muestra control (extender A). Las otras tres fracciones se diluyeron 
(1:5) con diferentes diluyentes previamente preparados, los cuales contenían INRA 96® 
y un CP al 6%: glicerol (diluyente B), DMF (diluyente C) o NMP (diluyente D). Las otras 
cuatro fracciones se centrifugaron una vez a 700 x g durante 10 minutos y el sobrenadante 
se descartó para eliminar el máximo PS posible. Posteriormente, cada sedimento se 
resuspendió con el diluyente A, B, C o D, respectivamente. Finalmente, todas las muestras 
se enfriaron progresivamente de 37ºC a 16ºC en el transcurso de 120 minutos y se 
almacenaron a 16ºC durante 72 horas. Los espermatozoides se analizaron a las 4, 24, 48 
y 72 horas tras su recogida con el programa ISAS® y se realizaron las pruebas de vitalidad, 
HOS test e integridad acrosómica. 
Resultados 
Los resultados revelaron que el diluyente tuvo un papel importante sobre la calidad 
espermática durante el proceso de refrigeración seminal. Las muestras diluidas con el 
diluyente C obtuvieron resultados similares a las muestras diluidas con el diluyente 
control (diluyente A) en cuanto a la MOT (63.1±4.3% diluyente A; 63.4±3.7% diluyente 
C) y vitalidad (88.9±2.6% diluyente A; 87.7±2.7% diluyente C). Los mejores resultados 
relacionados con la cinética del espermatozoide como VSL (32.9±2.0 μm/s), VAP 
(49.1±2.5 μm/s), LIN (41.2±1.9%), STR (64.7±1.7%) y WOB (62.1±1.8%) fueron 
obtenidos por el diluyente A (p<0.050). Por otro lado, otros parámetros como VCL 
(81.3±3.8 μm/s), ALH (3.6±0.2 μm) y HOS test (74.3±2.3%) fueron significativamente 
(p<0.050) más altos en las muestras procesadas con el diluyente C. Las muestras diluidas 
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con los diluyentes B y D mostraron los peores resultados en la mayoría de los parámetros 
estudiados. 
Aunque las muestras procesadas con y sin PS mostraron resultados bastante similares en 
cuanto a la MOT, vitalidad e integridad del acrosoma, los espermatozoides con PS 
obtuvieron mejores resultados (p=0.020) en la prueba de HOS test (71.9±1.6% con PS; 
66.5±1.6% sin PS). Por otro lado, los espermatozoides sin PS alcanzaron parámetros 
cinéticos relacionados con la velocidad y la trayectoria de los espermatozoides 
ligeramente más altos, específicamente en cuanto a LIN (32.2±1.2% con PS; 36.3±1.3% 
sin PS), STR (60.1±1.1% con PS; 62.8±1.1% sin PS) y WOB (53.0±1.2% con PS; 
56.2±1.2% sin PS), mostrando espermatozoides más rápidos y con trayectorias más 
lineales. 
Con respecto a todos los parámetros espermáticos estudiados, la calidad de los 
espermatozoides disminuyó a la vez que avanzaba el tiempo de almacenamiento 
(p<0.025). La primera caída significativa (p<0.001) en la MOT se observó de las 24 
(58.4±3.7%) a las 48 horas (44.1±3.7%) de almacenamiento. No obstante, la disminución 
más pronunciada de la MOT fue a partir de las 72 horas de almacenamiento (27.4±5.1%). 
El porcentaje de espermatozoides vivos se mantuvo hasta las 72 horas, disminuyendo 
ligeramente de 86.6±2.7% (4 horas) a 77.2±2.5% (72 horas). Finalmente, la membrana 
plasmática y acrosómica se dañaron progresivamente hasta las 72 horas, resultando un 
49.5±2.3% de espermatozoides con la membrana plasmática intacta y un 58.1±3.2% de 
espermatozoides con el acrosoma íntegro. Otros parámetros relacionados con la cinética 
de los espermatozoides como VSL, LIN, STR y WOB experimentan una fuerte 
disminución después de 24 horas de almacenamiento. Transcurridas 48 horas de 
almacenamiento se observó una disminución del resto de los parámetros cinéticos 
estudiados (VCL, VAP, ALH y BCF). 
En función a los resultados anteriormente descritos podemos decir que el PS podría 
ejercer una acción protectora sobre las membranas de los espermatozoides y ayudar a 
mantener la motilidad espermática. Por otro lado, la DMF ejerce un efecto protector sobre 
la membrana de los espermatozoides mejorando la calidad seminal durante la 
conservación de semen de conejo a 16ºC. 
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Objetivo 2: Valorar el efecto protector del glicerol, DMF y NMP en espermatozoides 
de conejo refrigerados a dos temperaturas (16ºC y 4ºC) durante un largo período de 
tiempo. 
Diseño experimental 
Las muestras seminales se obtuvieron de ocho machos reproductores de un centro de IA. 
Con el fin de eliminar las diferencias individuales de cada animal, las muestras fueron 
homogeneizadas. La muestra espermática se dividió en cuatro fracciones y cada una de 
ellas se diluyó (1:5) con un diluyente diferente previamente preparado: INRA 96® 
(extender A) como control e INRA 96® suplementado al 6% con diferentes CP: glicerol 
(diluyente B), DMF (diluyente C) o NMP (diluyente D). Posteriormente, cada muestra de 
semen se dividió en dos tubos eppendorf para almacenar cada una a 16 y 4ºC. El descenso 
térmico se realizó en un período de entre 90 y 120 minutos y, una vez alcanzada la 
temperatura deseada, se almacenaron durante 72 horas. La motilidad espermática, 
parámetros cinéticos, vitalidad, integridad de la membrana plasmática y del acrosoma se 
evaluaron a las 4, 24, 48 y 72 horas tras la obtención del semen. 
Resultados 
El diluyente jugó un importante papel durante el proceso de refrigeración de 
espermatozoides de conejo. Las muestras diluidas con el diluyente C obtuvieron 
resultados similares a las muestras diluidas con el diluyente control (diluyente A), sin 
embargo el diluyente C mantuvo mejor las membranas plasmáticas de los 
espermatozoides (p<0.050). También se observó que el diluyente A obtuvo los mejores 
valores en relación a la velocidad y trayectoria de los espermatozoides. Por otro lado, las 
muestras diluidas con los diluyentes B y D mostraron los peores resultados.  
A pesar de no observarse diferencias estadísticamente significativas entre las muestras 
almacenadas a 16 o 4ºC en casi todos los parámetros estudiados, el parámetro BCF fue el 
único que difirió, siendo mayor cuando las muestras se almacenaron a 4ºC en lugar de 
16ºC (p<0.001). Cabe destacar que cuando se realizó un estudio minucioso de la 
interacción del diluyente con la temperatura para valorar el efecto de ambos sobre la 
MOT, se observó que las mejores condiciones de almacenamiento eran el uso del extender 
A tanto a 4 (57.6±3.2%) como a 16ºC (63.1±3.7%) y el extender C a 16ºC (63.4±3.2%) 
(p=0.027). 
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Con respecto a todos los parámetros espermáticos estudiados, la calidad de los 
espermatozoides disminuyó a la vez que avanzaba el tiempo de almacenamiento 
(p<0.050). Se observaron dos disminuciones significativas de la MOT, la primera a las 
48 horas de almacenamiento (64.7±2.3% 4 horas; 44.5±2.3% 48 horas) y la más 
pronunciada a las 72 horas (28.6±2.6%). Por otro lado, la prueba de la vitalidad mostró 
los mejores resultados, el porcentaje de espermatozoides vivos se mantuvo apenas intacto 
durante las primeras 48 horas y posteriormente empezó a disminuir, sin observarse una 
caída brusca. Los porcentajes de casi todos los parámetros cinéticos y la integridad del 
acrosoma disminuyeron después de 24 horas de almacenamiento. La membrana 
plasmática del espermatozoide comenzó a dañarse a las 48 horas. 
Por último, también se analizó la interacción entre el diluyente utilizado y el tiempo 
transcurrido desde la obtención de las muestras seminales. Todos los parámetros 
estudiados, excepto la integridad del acrosoma, fueron estadísticamente significativos 
(p<0.050). El diluyente A obtuvo el mayor porcentaje de MOT hasta las 24 horas de 
almacenamiento, pero transcurrido ese período de tiempo, la adición de DMF al diluyente 
de refrigeración INRA 96® mejoró la MOT siendo ésta la más alta hasta incluso 
transcurridas las 72 horas de almacenamiento (p<0.050). El diluyente B obtuvo la peor 
MOT en relación con los otros diluyentes utilizados (p<0.050). Por otro lado, el 
porcentaje de espermatozoides vivos obtenidos con el diluyente A fue similar al diluyente 
C durante las 72 horas. Los diluyentes B y D mostraron valores similares hasta 48 horas 
de almacenamiento, tras 48 horas de almacenamiento, la vitalidad de los espermatozoides 
diluidos con diluyente B descendió significativamente (p<0.050). El daño en la 
membrana plasmática del espermatozoide se vio significativamente reducido cuando las 
muestras se procesaron con el diluyente C (p<0.050). 
Estos resultados demostraron que la adición de DMF al diluyente INRA 96® ejerce un 
efecto protector sobre la membrana de los espermatozoides y, por lo tanto, mejora la 
calidad seminal. Además, NMP no podría usarse para reemplazar la DMF. Finalmente, la 
temperatura de almacenamiento entre 16 y 4ºC no afectó la calidad de los 
espermatozoides de conejo. 
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Objetivo 3: Analizar el efecto de diferentes CP (glicerol, DMF y NMP) y del PS 
frente al posible shock térmico que pueden sufrir los espermatozoides durante el 
proceso de congelación. Determinar la viabilidad espermática en el momento de la 
descongelación de los espermatozoides y transcurridas 2 horas. 
Diseño experimental 
Las ocho muestras seminales se obtuvieron de machos reproductores de un centro de IA. 
Las muestras se homogeneizaron para eliminar las diferencias individuales de cada 
animal y posteriormente se dividieron en ocho fracciones. Una de ellas se diluyó (1:5) 
con un medio comercial de congelación (BotuCrio®) y fue utilizada como muestra control 
(diluyente A). Las otras tres fracciones se diluyeron (1:5) con un medio comercial de 
refrigeración (INRA 96®) y un CP: INRA 96® con 6% de glicerol (diluyente B), INRA 
96® con DMF (diluyente C) e INRA 96® con NMP (diluyente D). Las otras cuatro 
fracciones se centrifugaron una vez a 700 x g durante 10 minutos a 37ºC y el sobrenadante 
se descartó para eliminar el máximo PS posible. Posteriormente, cada sedimento se 
resuspendió con el diluyente A, B, C o D, respectivamente. Todas las muestras seminales 
se enfriaron progresivamente de 37 a 4ºC y se cargaron en pajuelas de congelación de 0.5 
ml. Las pajuelas se congelaron con los vapores LN2
 colocándolas a 4 cm del nivel de LN2 
durante 20 minutos y finalmente se sumergieron en el mismo para ser almacenadas a -
196ºC.  
Al mes de la congelación, las muestras fueron descongeladas introduciendo las pajuelas 
en un baño maría a 37ºC durante 21 segundos. Las pajuelas se secaron y colocaron en 
tubos eppendorf para ser analizadas mediante el programa ISAS® y las pruebas de 
vitalidad, HOS test e integridad acrosómica en el momento de la descongelación y 
transcurridas 2 horas. 
Resultados 
Las muestras seminales congeladas con el diluyente A obtuvieron los mejores parámetros 
cinéticos (MOT, VCL, VSL, VAP, ALH y BCF) y también otros parámetros relacionados 
con la calidad espermática como la vitalidad e integridad del acrosoma (p<0.050). Sin 
embargo, el diluyente B fue el que ejerció una mayor protección sobre la membrana 
plasmática de los espermatozoides (p<0.050). Los peores resultados fueron obtenidos por 
el diluyente D.  
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La mayoría de parámetros estudiados (MOT, VCL, VSL, VAP, ALH, BCF, vitalidad y 
HOS test) disminuyeron significativamente (p<0.050) tras permanecer los 
espermatozoides descongelados durante 2 horas. Por el contrario, no se observó un 
aumento de daño en la integridad del acrosoma transcurridas las 2 horas.  
También se estudió la interacción entre el diluyente utilizado y el tiempo transcurrido tras 
la descongelación de las muestras seminales, específicamente para la MOT. Se observó 
que el diluyente A alcanzó la mayor MOT en el momento de la descongelación y el 
diluyente D obtuvo los peores valores de MOT tanto a las 0 como a las 2 horas tras la 
descongelación (p<0.001). 
No se apreciaron diferencias significativas entre los espermatozoides de conejo 
procesados con o sin PS. 
Estos resultados in vitro demuestran que el BotuCrio® es un buen diluyente para congelar 
semen de conejo. Además, la eliminación de PS no aporta ningún beneficio adicional por 
lo que el procesamiento de muestras seminales con PS facilita la técnica de 
criopreservación espermática en cunicultura. 
 
Objetivo 4: Evaluar el efecto de dos agentes quelantes (EGTA y EDTA) y 
substancias antioxidantes como el ácido rosmarínico sobre la integridad del ADN de 
espermatozoides liofilizados. Determinar la temperatura óptima de almacenamiento 
de espermatozoides liofilizados. 
Diseño experimental 
Las muestras seminales fueron obtenidas de ocho machos reproductores de un centro de 
IA. Las muestras se homogeneizaron para eliminar las diferencias individuales de cada 
animal y se dividieron en cuatro tubos. Posteriormente se centrifugaron a 700 x g durante 
10 minutos a 37ºC y el sobrenadante fue eliminado. Cada sedimento se resuspendió con 
un medio base de liofilización (10 mM Tris-HCl buffer y 50 mM NaCl) al que se le añadió 
50 mM de EGTA (EGTA), 50 mM de EGTA y 105 μM de ácido rosmarínico (EGTA-
RA), 50 mM de EDTA (EDTA) o 50 mM de EDTA y 105 μM de ácido rosmarínico 
(EDTA-RA). Las muestras se liofilizaron y se almacenaron durante 8 meses en crioviales 
a 4ºC y a temperatura ambiente. Tras la rehidratación se analizó la integridad del ADN 
mediante el SCDt. 
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Resultados 
Los espermatozoides con el ADN fragmentado mostraron un gran halo de dispersión y 
los espermatozoides con el ADN íntegro presentaron un halo pequeño y compacto. Los 
espermatozoides liofilizados con EDTA mostraron un menor porcentaje de ADN 
fragmentado (4.1%) que los espermatozoides liofilizados con EGTA (10.9%) (p<0.001). 
De hecho, las muestras de semen liofilizadas con EGTA y almacenadas a 25ºC fueron las 
que presentaron un ADN más dañado. Sin embargo, cabe destacar que cuando se añadió 
ácido rosmarínico al medio de liofilización EGTA y se almacenó a 25ºC, el porcentaje de 
espermatozoides fragmentados disminuyó significativamente (p=0.019). Por último, no 
se encontraron diferencias significativas en el almacenamiento de espermatozoides 
procesados con EDTA a 4ºC o temperatura ambiente, ni siquiera cuando se añadió ácido 
rosmarínico. 
Estos resultados nos demuestran que la liofilización es un método capaz de conservar 
material genético entre 4ºC y 25ºC durante largos períodos de tiempo. Por otro lado, el 
agente quelante EDTA es el medio más adecuado para liofilizar espermatozoides de 
conejo y la adición de ácido rosmarínico puede proteger el ADN en condiciones adversas. 
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Artículo 2 
“Effects of seminal plasma and different cryoprotectants 
on rabbit sperm preservation at 16ºC”  
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Effect of glycerol, n, n-dimethylformamide and n-methyl-2-
pyrrolidone on rabbit sperm stored at 4ºC and 16ºC 
Paula Domingo, Maite Olaciregui, Noelia González, Ignacio De Blas, Lydia Gil. 
I. SUMMARY 
Artificial insemination with cooled semen is the most common practise in rabbit farms 
and any improvement on it helps to increase the efficiency of rabbit meat farms. 
Therefore, the aim of this study was to assess whether different cryoprotectant agents 
(CPA) as glycerol, N, N-Dimethylformamide (DMF) and N-Methyl-2-Pyrrolidone 
(NMP) can improve cooled rabbit sperm quality stored at 4ºC and 16ºC. Sperm samples 
were diluted with INRA 96® (Extender A), INRA 96® with 6% glycerol (Extender B) or 
6% DMF (Extender C) or 6% NMP (Extender D) respectively, were stored at 4ºC and 
16ºC and analysed at 4, 24, 48 and 72 hours after refrigeration by integrated sperm 
analysis system (ISAS®), eosin-nigrosin stain (vitality), hypo-osmotic swelling test (HOS 
test) and acrosome integrity test. As a result, Extender C showed higher percentage of 
motility, vitality and HOS test than extender B and D (p<0.050). Whereas sperm quality 
decreased over time (p<0.050), data showed that the addition of DMF kept the motility 
and sperm plasma membrane integrity after 24 hours of storage better than other diluents. 
These results suggest that the addition of glycerol and NMP to INRA 96® did not offer 
advantages. Nevertheless, it has been demonstrated that the addition of DMF to INRA 
96® exerts a protective effect on the membrane of spermatozoa improving seminal 
quality. The temperature of storage among 4ºC and 16ºC did not affect the quality of 
rabbit sperm. 
Keywords: Cryoprotectant, Dimethylformamide, N-Methyl-2-Pyrrolidone, Glycerol, 
Rabbit Sperm Preservation. 
II. INRODUCTION 
Artificial insemination (AI) with cooled semen is the most common practise in rabbit 
farms of European countries for the production of rabbit meat (Sinkovics et al., 1983; 
Alvariño, 1993; Lavara et al., 2003). The introduction of AI in rabbit farms in the 80s 
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lead to an increase in economic efficiency (Alvariño, 1993; López and Alvariño, 1998). 
Because of this, any improvement in the preservation of cooled rabbit semen helps to 
increase the efficiency of rabbit meat farms. 
It is well known that spermatozoon survival is affected by storage temperature and 
extender (Carluccio et al., 2004). Cooled semen stored among 4ºC and 18ºC should be 
used up to 72 hours after collection to prevent decrease fertility (López and Alvariño, 
1998; Roca et al., 2000; Johinke et al., 2014). Likewise, the extender affects sperm 
quality. Many extenders (López and Alvariño, 2000; Carluccio et al., 2004) and 
substances (Trejo et al., 2013; Johinke et al., 2014; Sariözkan et al., 2014) have been 
evaluated in order to preserve semen the most time possible for carry it to another farms. 
Nevertheless, Carluccio et al. (2004) demonstrated that INRA 96® kept rabbit sperm 
quality better than others extenders even though INRA 96® was made specifically for the 
preservation of stallion sperm. 
Moreover, because of rabbit sperm characteristics (high activation energy and low water 
permeability coefficient), cryoprotectant agents (CPA) with lower molecular weight and 
higher permeability, such as amides or methyl groups, are suitable to be used (Curry et 
al., 1995; Mocé and Vicente, 2009).  
N, N-Dimethylformamide (DMF) is an amide solvent used in chemical reactions. 
Previous studies on boar (Malo et al., 2009), canine (Futino et al., 2008; Lopes et al., 
2009; Mota Filho et al., 2011), goat (Bezerra et al., 2011) and fowl sperm (Chalah et al., 
1999) demonstrated that DMF is not better CPA than glycerol. However, stallion sperm 
(Olaciregui et al., 2014; Pukazhenthi et al., 2014) exposure to DMF as an alternative to 
glycerol showed better results. N-Methyl-2-Pyrrolidone (NMP) is also an amide solvent 
commonly used in chemical reactions as an alternative to DMF. But unlike DMF, NMP 
has not been studied before for storage sperm samples.  
On the other hand, glycerol is the main CPA used to preserve domestic or wild animal 
sperm (Curry et al., 1995). Nevertheless, glycerol has not been the first CPA of choice to 
preserve rabbit semen due to its toxicity, which may result in osmotic stress, protein 
denaturation, alteration of actin interactions and induction of protein-free membrane 
blister that leads to get worse fertility (Alvariño, 1993; Gilmore et al., 1995; Okuda et al., 
2007; Iaffaldano et al., 2012).  
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The lack of previous studies using DMF or NMP as a CPA in rabbit sperm preservation 
and the supposed toxicity of glycerol, leads to study more these CPA. The aim of this 
study was to assess the quality of cooled rabbit sperm stored at 4ºC and 16ºC and diluted 
with INRA 96® supplemented with glycerol, DMF or NMP. Moreover, evaluate the effect 
of storage time during 72 hours and decide whether glycerol, DMF or NMP can be used 
as CPA on cooled rabbit semen preservation. 
III. MATERIALS AND METHODS 
Chemicals 
Unless noted otherwise, all chemicals were from Panreac Quimica S.L.U (Barcelona, 
Spain).  
Animals, semen collection and processing 
The study was performed following approval by the Veterinary Ethical Committee of 
University of Zaragoza. The care and use of animals were performed according to the 
Spanish Policy for Animal Protection RD1201/05, which meets the European Union 
Directive 86/609 on the protection of animals used for experimental and other scientific 
purposes. 
Rabbit sperm samples were collected from eight sexually mature bucks previously 
selected from a commercial AI centre (Técnicas Cunícolas S.A., Zaragoza, Spain) and 
used as semen donors. Males were housed in individual cages with a light cycle of 12 
hours of light and 12 hours of darkness at a room temperature of 22-24ºC and a relative 
humidity of 60-70%. All rabbits were fed a commercial pellet diet according to their 
reproductive condition and fresh water was provided ad libitum.  
Rabbit sperm samples were collected using artificial vagina (IMV Technologies, L’Aigle, 
France). After semen collection, any gel plug was removed and a macroscopic analyse 
was performed assessing the colour and the volume of the sample. The first microscopic 
analyse of the motility in the farm was made as well. Only ejaculates with white colour, 
more than 0,2ml and good wave motion (at least 85% of motility) were used for the 
research. 
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All ejaculates were pooled with the purpose of eliminate individual differences, 
immediately thereafter were divided in four fractions and each one was diluted with a 
different extender: INRA 96® (IMV Technologies, L’Aigle, France) (Extender A) as 
control, and INRA 96® supplemented with 6% glycerol (Extender B), 6% DMF (Extender 
C) or 6% NMP (Extender D).  
Subsequently, each semen sample was placed into two eppendorf tube in order to store 
each sample at 4ºC and at 16ºC. Samples were cooled progressively from 37ºC to 16ºC 
and 4ºC in a time period among 90 and 120 minutes (Mocé and Vicente, 2009) and finally 
they were stored. 
Evaluation of spermatozoa 
Sperm motility, vitality, membrane integrity and acrosome integrity were assessed at 4, 
24, 48 and 72 hours after collection for both temperature storage and all extenders. 
- Sperm motility and kinematics 
Sperm motility and kinematics parameters were evaluated by ISAS® (PROISER ISAS 
Lab CASA system, Valencia, Spain). Samples were examined by phase-contrast 
microscope (x100). The following parameters were assessed: percentage of motile 
spermatozoa (MOT), curvilinear velocity (VCL), straight-line velocity (VSL), average 
path velocity (VAP), linearity (LIN=VSL/VCL), straightness (STR=VSL/VAP), wobble 
(WOB=VAP/VCL), amplitude of lateral head displacement (ALH) and beat cross 
frequency (BCF).  
-  Vitality 
Eosin-nigrosin stain was used to evaluate the vitality of the spermatozoa following the 
protocol described by Bjorndahl et al. (2003). According to the stain penetration trough 
the damaged membrane the dead spermatozoa had red or dark pink heads (stained) and 
the live spermatozoa had white heads (unstained) (WHO, 2010). 
-  Sperm plasma membrane integrity 
Hypo-osmotic swelling test (HOS test) was performed following the protocol established 
by Jeyendran et al. (1984). Ten microliters of semen were mixed with 90µl of HOS test 
solution (100 mM of Sodium Citrate) and kept at 37ºC at least 30 minutes. Subsequently 
100µl of glutaraldehyde 2% was added to the sample for fix it. Each sample was analysed 
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by phase-contrast microscope at x400 magnification. Spermatozoa with intact membranes 
allowed an influx of water inside the cell giving place to swollen spermatozoa with coiling 
tail (Amorim et al., 2009; WHO, 2010). 
-  Acrosome integrity 
Acrosome integrity test is based on the fixation of the spermatozoa. Ten microliters of 
semen was immediately fixed in 90µl of glutaraldehyde 2% solution, right after each 
sample was analysed by phase-contrast microscope at x1000 magnification (Pursel and 
Johnson, 1974). 
Statistical analysis 
The study was replicated three times. Data were analysed using IBM SPSS Statistics 23 
for Windows. Results were expressed as mean ± SEM. The effect of the extender, storage 
temperature and time of storage on the studied parameters were analysed by ANOVA. 
Duncan's post-hoc test was used to evaluate the effect of the extender and time of storage. 
The interactions among the extender used, storage temperature and time elapsed were 
assessed using GLM procedure. The level of significance was set at p<0.050. 
IV. RESULTS 
The effect of the extender played an important role in seminal preservation, in fact, all 
parameters studied were significantly significant (p<0.050), excluding acrosome integrity 
parameter (Table 1 and Fig. 1). When the samples were diluted with extender C, the data 
obtained were similar to control samples (extender A), moreover extender C got higher 
percentage (p<0.050) of MOT, vitality and HOS test. A few worse results of MOT, 
vitality and HOS test were obtained by extender D, though the worst results were 
observed in samples diluted with extender B. Other kinematic parameters were studied, 
showing extender A greater results on velocity and trajectory.  
When the effect of storage temperature on cooled rabbit sperm was analysed no 
significant differences were observed on MOT, kinematic parameters, vitality, HOS test 
and acrosome integrity. With the exception of BCF parameter (p<0.001), which was 
higher when sperm samples were stored at 4ºC (8,307±0,189) instead of 16ºC 
(7,475±0,203). In spite of no statistically differences were observed between storage 
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samples at 4ºC or 16ºC, it should be noted that studying thoroughly the interaction 
between the diluents and the temperature statistically differences (p=0.027) on MOT were 
shown (Fig. 2). 
Regarding all sperm parameters studied, sperm quality decreased over storage time 
(p<0.050). The percentage of total sperm motility dropped off from 64.7±2.3% at 4 hours 
after collection to 44.5±2.3% passing 48 hours. Nevertheless, the sharpest decline of 
motility was from 72 hours of storage (28.6±2.6% of motile spermatozoa). The vitality 
of spermatozoa was kept till 72 hours after storage, from 87.5±1.8% to 75.3±1.7% of live 
spermatozoa. Almost all kinematic parameters and acrosome integrity shown a 
considerable decline after 24 hours of storage. Lastly, sperm plasma membrane was 
started to damage as of 48 hours. 
The interaction between the extender and the hours that elapsed since the collection of 
the samples are presented in Fig. 3. All the parameters studied, except acrosome integrity, 
were statistically significant (p<0.050) showing that as time goes by, semen quality 
decreases. 
Extender A obtained the highest MOT up to 24 hours, but after that period of time the 
addition of DMF to INRA 96® offered higher MOT. Extender C obtained the best data 
on MOT at 72 hours (40.8±4.6%). MOT parameter was similar for extender C and D until 
24 hours of storage, thereafter MOT dropped reaching less than 20% at 72 hours after 
collection. Extender B obtained the worst MOT in relation to other extenders (p<0.050) 
(Fig. 3a). 
The percentage of alive spermatozoa obtained with extender A was similar than extender 
C during 72 hours (Fig. 3b). Extender B or D showed similar values till 48 hours of 
storage, after 48 hours of storage the vitality of spermatozoa diluted with extender B came 
down from 82.6±3.5% at 48 hours to 56.9±3.5% at 72 hours of storage (p<0.050).  
The evaluation of the damage of the sperm plasma membrane is synthesise in Fig. 3c. As 
it is shown, extender C offered better protection on the sperm plasma membrane, 
observing statistically differences (p<0.050) after 72 hours of storage.  
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V. DISCUSSION 
It is known that the addition of CPA to an extender is performed with the goal of protect 
the sperm from cryodamage, which causes devastating consequences in sperm survival 
during sperm cooling process. Though also, CPA, such as glycerol, could have a toxic 
effect on sperm (membrane destabilization, protein and enzyme denaturation, osmotic 
stress, alteration of actin interactions and induction of protein-free membrane blister) 
directly related to the concentration used and the time of cell exposure (Alvariño, 1993; 
Gilmore et al., 1995; Okuda et al., 2007; Iaffaldano et al., 2012). Interestingly, this study 
on rabbit sperm showed same results as previous studies in stallion sperm preservation 
(Olaciregui et al., 2014; Pukazhenthi et al., 2014): the addition of DMF maintained cooled 
rabbit sperm quality better than glycerol. In addition, samples diluted with INRA 96® plus 
DMF got, along with samples diluted with INRA 96®, the best sperm quality during 
cooled sperm preservation. Surprisingly, sperm quality decreased when samples were 
diluted with INRA 96® plus NMP. Reminding of rabbit sperm characteristics, the most 
appropriate solvents to use in rabbit sperm preservation should have low molecular 
weight and high permeability, such as amides (Curry et al., 1995; Mocé and Vicente, 
2009). Therefore, the differences found between DMF and NMP could be owing to their 
molecular weights and densities. Despite DMF and NMP are both an amide solvents, 
NMP has higher molecular weight (99.13 g/mol) and density (1.028 g/cm3) than DMF 
(73.09 g/mol of molecular weight; 0.944 g/cm3 of density). These small differences in 
their composition might suggest that are responsible for NMP not being a good CPA for 
storage cooled rabbit sperm. Anyhow, further studies should be carried out to determine 
the optimal concentration of NMP. 
On the other hand, as expected glycerol got the worst data due to its toxicity previously 
demonstrated by other authors (Alvariño, 1993; Gilmore et al., 1995; Okuda et al., 2007), 
not getting nor 30% of motile rabbit sperm storing it at 16ºC.  
Previous studies have shown the ability of rabbit sperm to resist environmental stress. 
Because of the droplets and vesicles present in rabbit sperm; they are rich in cholesterol 
and phospholipids, assisting to modulate the membrane fluidity and in this way to 
withstand greater cold shock (Sparr et al., 2002; Castellini et al., 2006; Mocé and Vicente, 
2009). Moreover, the high cholesterol:phospholipid ratio of rabbit sperm plasma 
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membrane allows the ability to fertilize oocytes from cooling sperm at 4ºC is similar to 
fresh sperm (Mocé and Vivente, 2009). In the present study on cooled rabbit sperm, we 
demonstrated that there are no differences between storage rabbit sperm at 4ºC or 16ºC 
when INRA 96® is the extender used, contrarily other study published by Johinke et al. 
(2014) which using Tris-citric-acid extender with two different concentrations of glucose, 
obtained better results when stored rabbit sperm at 15ºC instead of 5ºC. Considering this, 
we can appreciate that the extender and CPA play an important role, moreover INRA 96® 
extender can be used satisfactorily among 4ºC and 16ºC.  
As expected, in this study the sperm quality of all the samples decreased throughout 
storage time as other authors previously reported (López and Alvariño, 1998; Roca et al., 
2000; Castellini et al., 2000), showing after 48 hours a considerable drop on MOT 
parameter. Nevertheless previous studies demonstrated that MOT is not the only good 
parameter to evaluate sperm quality, other parameters related with MOT such as VCL, 
VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH and BCF are also useful to predict male in vitro 
fertility (Liu et al., 1991; Hagen et al., 2010). To date, all kinematic parameters in rabbit 
spermatozoa have never been studied previously by other authors. Surprisingly, in this 
study we can appreciate that almost all kinematic parameters only were maintained till 24 
hours, unlike vitality parameter which hardly showed a decline during 72 hours of storage. 
Moreover, even though the quality of all the samples decreased throughout storage time, 
data showed that the addition of DMF kept the motility and sperm plasma membrane 
integrity after 24 hours of storage better than other extenders.  
Summarising, these results demonstrated that the addition of DMF to INRA 96® diluent 
exerts a protective effect on the membrane of spermatozoa and therefore it improve 
seminal quality. Moreover NMP could not be used to replace DMF considering that worse 
results were obtained. Also we are in agreement with previous results reported for the 
toxicity of glycerol, which made it not a good cryoprotector (Alvariño, 1993; Gilmore et 
al., 1995; Okuda et al., 2007). Finally, the temperature of storage among 4ºC and 16ºC 
did not affect the quality of rabbit sperm diluted with INRA 96®. 
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VIII. ABBREVIATIONS 
CPA: Cryoprotectant agents 
DMF: N, N-Dimethylformamide 
NMP: N-Methyl-2-Pyrrolidone 
AI: Artificial insemination 
MOT: Percentage of motile spermatozoa 
VCL: Curvilinear velocity 
VSL: Straight-line velocity  
VAP: Average path velocity 
LIN: Linearity  
STR: Straightness 
WOB: Wobble  
ALH: Amplitude of lateral head displacement  
BCF: Beat cross frequency 
HOS test: Hypo-osmotic swelling test  
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IX. FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Percentage of vitality, HOS test and acrosome integrity of rabbit spermatozoa 
diluted with extender A, extender B, extender C and extender D. Data are mean ± SEM. 
Different letters within each diagnostic test denote statistical differences (p<0.050).  
 
Figure 2. Effect of the temperature on the motility parameter of rabbit spermatozoa 
diluted with extender A, extender B, extender C and extender D. Data are mean ± SEM. 
Different letters within each diagnostic test denote statistical differences (p<0.050).  
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Figure 3. Effects of the interaction between the diluents used and time elapsed for the 
total motility (a), vitality (b), HOS test (c) and acrosome integrity (d) of rabbit 
spermatozoa. Data are mean ± SEM. Means marked with an asterisk within each time 
point denote statistical differences (p<0.050).  
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X. TABLES 
Table 1 
Effect of the extender on kinematic parameters determined by ISAS®. Different 
letters within each column indicate statistically significant differences (p<0.050). 
Data are mean ± SEM. 
 MOT 
(%) 
VCL 
(µm/s) 
VSL 
(µm/s) 
VAP 
(µm/s) 
Extender A 59.9±2.4a 73.7±2.4ab 26.7±1.1a 43.9±1.4a 
Extender B 35.4±2.4c 66.9±2.3b 22.1±1.1b 36.1±1.4b 
Extender C 59.3±2.2a 75.5±2.3a 21.5±1.1bc 37.2±1.3b 
Extender D 47.5±2.2b 56.7±2.3c 18.9±1.1c 28.3±1.3c 
p 0.001 0.001 0.001 0.001 
 
 LIN 
(%) 
STR 
(%) 
WOB 
(%) 
ALH 
(µm) 
BCF 
(Hz) 
Extender A 35.1±1.1a 59.1±1.0bc 58.1±1.0a 2.9±0.1b 7.3±0.3b 
Extender B 34.9±1.9a 61.1±1.0b 55.9±1.0a 3.1±0.1b 7.6±0.3ab 
Extender C 29.5±1.0b 58.0±1.0c 50.3±1.0b 3.4±0.1a 8.4±0.3a 
Extender D 33.9±1.0a 65.9±1.0a 51.5±1.0b 3.0±0.1b 8.3±0.3a 
p 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 
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Table 2 
Effect of time of storage on MOT, kinematic parameters, vitality, HOS test and 
acrosome integrity. Different letters within each column indicate statistically 
significant differences (p<0.050). Data are mean ± SEM. 
Time of 
storage 
(hours) 
MOT 
(%) 
VCL 
(µm/s) 
VSL 
(µm/s) 
VAP 
(µm/s) 
LIN 
(%) 
STR 
(%) 
4 64.7±2.3a 76.9±2.3a 31.6±1.0a 46.4±1.3a 41.3±1.0a 68.0±1.0a 
24 60.8±2.3a 79.7±2.3a 22.5±1.0b 39.7±1.3b 28.7±1.0c 57.1±1.0b 
48 44.5±2.3b 64.5±2.3b 18.3±1.0c 31.2±1.3c 29.4±1.0c 59.2±1.0b 
72 28.1±2.6c 48.5±2.6c 15.5±1.2c 26.0±1.5d 33.9±1.1b 60.1±1.1b 
p 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 
 
 
Time of 
storage 
(hours) 
WOB 
(%) 
ALH 
(µm) 
BCF 
(Hz) 
Vitality 
(%) 
HOS 
test 
(%) 
Acrosome 
integrity 
(%) 
4 60.2±1.0a 3.1±0.1b 9.3±0.3a 87.5±1.8a 79.2±1.4a 79.7±2.2a 
24 50.0±1.0c 3.5±0.1a 8.4±0.3b 84.8±1.9a 75.3±1.4a 70.8±2.2b 
48 49.2±1.0c 3.1±0.1b 7.9±0.3b 85.5±1.7a 68.8±1.4b 66.8±2.2b 
72 56.1±1.1b 2.8±0.1b 5.7±0.3c 75.3±1.7b 56.7±1.5c 57.0±2.2c 
p 0.001 0.023 0.001 0.017 0.001 0.001 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Artículo 4 
“Comparison of different semen extenders and 
cryoprotectant agents to enhance the cryopreservation of 
rabbit spermatozoa”  
(Czech J. Anim. Sci., 2018)
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Comparison of different semen extenders and cryoprotectant 
agents to enhance the cryopreservation of rabbit spermatozoa 
Paula Domingo, Maite Olaciregui, Noelia González, Ignacio De Blas, Lydia Gil 
I. ABSTRACT 
The purpose of this research was to find a suitable protocol to enhance frozen rabbit sperm 
preservation analysing the role that seminal plasma (SP) plays and the effect of different 
cryoprotectant agents on sperm quality 0 and 2 hours after thawing. Sperm samples were 
pooled and divided in eight fractions. Four of them were diluted with BotuCrio® (extender 
A), INRA 96® plus 6% glycerol (extender B), 6% N, N-Dimethylformamide (extender C) 
and 6% N-methyl-2-pyrrolidone (extender D) respectively. The other four fractions were 
centrifuged and the supernatant was discarded in order to eliminate SP. Each sample was 
then resuspended with extender A, B, C and D. Samples were cooled progressively, 
loaded into 0.5ml freezing straws and frozen with liquid nitrogen vapour. Thawing was 
performed by placing the straws into a bain-marie at 37ºC for 21 seconds. Straws were 
dried and sperm samples placed into eppendorf tubes to be analyzed by ISAS® software, 
vitality test, HOS test and acrosome integrity test. After the results, the highest data on 
motility and velocity parameters was obtained by extender A (P<0.050) even when the 
motility parameter was compared with previous studies using other diluents. 
Additionally, sperm quality decreased over incubation time (P<0.050) and no differences 
were found in samples processed with or without SP. This research reveal that BotuCrio® 
could be used for rabbit sperm cryopreservation and moreover the improvement of the 
cryopreservation process of rabbit sperm due to the demonstration that SP removing is 
not required. 
Keywords: Botucrio®; Cryoprotectant; Dimethylformamide; Glycerol; N-methyl-2-
pyrrolidone; Rabbit Sperm Preservation. 
II. INRODUCTION 
Assisted Reproductive Technologies in mammals have been steadily progressing over the 
years for maintaining and preserving breeds on the verge of extinction. Moreover, a 
necessity of transport genetic resources all over the world instead of live animals leads to 
develop an alternative technology. A possible alternative may be sperm cryopreservation 
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which is an economy method able to preserve gene resources and carry sperm between 
remote destinations. However, due to the issues associated with the use of freeze-thawed 
sperm (lower fertility and prolificacy than cooled sperm), artificial insemination with 
cryopreserved rabbit sperm has not been used for commercial purposes at present (López 
and Alvariño 1998; Mocé and Vicente 2009). 
During the freeze-thawing procedure intracellular ice crystals are formed in mammalian 
sperm cells causing cell destruction and membrane damage (Fuller and Paynter 2004; 
Hernández et al. 2012). To avoid this severe irreversible damage it is necessary to enhance 
cryopreservation protocols by adding new suitable cryoprotectant agents (CPA). 
Glycerol has been the main CPA used to preserve domestic or wild animal sperm (Curry 
et al. 1995). Nevertheless, glycerol has not been the first CPA of choice to preserve rabbit 
semen due to its toxicity, which may result in osmotic stress, protein denaturation, 
alteration of actin interactions and induction of protein-free membrane blister that leads 
to get worse fertility (Alvariño 1993; Gilmore et al. 1995; Iaffaldano et al. 2012). 
Negative effects of glycerol may be related with the high molecular weight which leads 
to permeating the cell membrane more slowly than other CPA (Gilmore et al. 1995). 
Consequently the ideal CPA should have low molecular weight and high permeability 
(Darin-bennet and White 1977). Amide or methyl groups have lower molecular weight 
and greater water solubility than glycerol being able to reduce osmotic damage (Curry et 
al. 1995; Mocé and Vicente 2009). 
An amide solvent that could be used as an alternative to prepare freezing extenders and 
reduce membrane damage caused during the procedure is N, N-Dimethylformamide 
(DMF). To date, no studies were performed using DMF as CPA for rabbit sperm 
cryopreservation. Nevertheless, the efficacy of DMF to cryopreserve sperm has been 
studied on stallion (Olaciregui et al. 2014), boar (Malo et al. 2009), dog (Lopes et al. 
2009), goat (Bezerra et al. 2011) and fowl (Chalah et al. 1999). 
Another amide solvent commonly used in chemical reactions is N-methyl-2-pyrrolidone 
(NMP). Despite having similar characteristics to DMF no previous studies have been 
performed. 
The lack of efficient cryopreservation protocols in rabbits along with the few studies 
carried out on glycerol effect in rabbit sperm cryopreservation and the absence of studies 
on preserving frozen rabbit sperm with DMF or NMP, led to investigation the effect of 
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these three CPA. Therefore, the purpose of this research was to find a suitable protocol 
to enhance frozen rabbit sperm preservation analysing the role that SP plays and 
furthermore the effect of different CPA on sperm quality 0 to 2 post-thaw. 
III. MATERIALS AND METHODS 
Chemicals 
Unless noted otherwise, all chemicals were from Panreac Quimica S.L.U (Barcelona, 
Spain).  
Animals  
The study was performed following approval by the Veterinary Ethical Committee of 
University of Zaragoza. The care and use of animals were performed according to the 
Spanish Policy for Animal Protection RD1201/05, which meets the European Union 
Directive 86/609 on the protection of animals used for experimental and other scientific 
purposes. 
Eight Californian-New Zeland white hybrid bucks previously selected from a commercial 
AI centre (Técnicas Cunícolas S.A., Zaragoza, Spain) were used as donors. Males were 
housed in individual cages with a light cycle of 12 hours light/dark at a room temperature 
of 22-24ºC and a relative humidity of 60-70%. All rabbits were fed a commercial pellet 
diet according to their reproductive condition and fresh water was provided ad libitum.  
Semen collection and processing 
Semen was collected using artificial vagina (IMV Technologies, L’Aigle, Francia) at 
50ºC and any gel plug was removed. Before dilution, a microscopic analyse of the motility 
and a macroscopic analyse to evaluate the colour and the volume of the sample were 
performed in the farm. Only white colour ejaculates with at least of 0.2ml and 85% of 
motility were used for the research. All ejaculates were pooled to eliminate individual 
differences.  
Experimental design 
Figure 1 illustrates the experimental design. Pooled semen samples were divided into 
eight fractions, four of them were diluted (1:5) at room temperature with four different 
semen extenders: BotuCrio® (Nidacon, Mölndal, Sweden: 1% glycerol and 4% 
methylformamid) (Extender A), INRA 96® (IMV Technologies, L’Aigle, France: 
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purified fraction of milk micellar proteins) supplemented with 6% glycerol (Extender B), 
INRA 96® supplemented with 6% DMF (Extender C) and INRA 96® supplemented with 
6% NMP (Extender D). The other four fractions were centrifuged once at 700x g for 10 
minutes at 37ºC, and the supernatant was discarded to eliminate SP. Then each pellet was 
resuspended (1:5) with extender A, extender B, extender C and extender D. 
Freezing and thawing protocol 
Cryopreservation procedure was performed as previously described (Alvariño 1993; 
Mocé and Vicente 2009). Briefly, samples were cooled progressively from 37ºC to 4ºC 
over 90 to 120 minutes and loaded into 0.5 ml freezing straws (Minitube Iberica, 
Tarragona, Spain). Freezing straws were frozen horizontally in racks placed 4 cm above 
the surface of liquid nitrogen (LN2) for 20 minutes and then plunged into LN2 (-196ºC) 
for storage. After 1 month, samples were thawed by placing the straws into a bain-marie 
at 37ºC for 21 seconds. Straws were dried and sperm samples placed into eppendorf tubes 
located into a bain-marie at 37ºC. Thawed samples were maintained at 37ºC and analyzed 
immediately after thawing and past 2 hours. 
Evaluation of spermatozoa 
Sperm motility, kinematic parameters, vitality, membrane integrity and acrosome 
integrity of all the samples were assessed immediately after thawing and past 2 hours. 
- Assessment of sperm motility and kinematic parameters 
Sperm motility and kinematics parameters were evaluated by ISAS® software (PROISER 
R+D, Valencia, Spain) following the default setting specifically for rabbits. Five 
microliters was placed on a slide and covered with 20 × 20mm coverslip. Five fields were 
randomly captured at ×10 magnification by phase-contrast microscope. Up to 200 frames 
per second were acquired selecting particles with an area of between 10 and 70µm2. The 
linearly motile sperm were deviated <45% from a straight line. The analyses provided 
information about the percentage of motile spermatozoa (MOT, %), curvilinear velocity 
(VCL, µm/s), straight-line velocity (VSL, µm/s), average path velocity (VAP, µm/s), 
linearity (LIN=VSL/VCL, %), straightness (STR=VSL/VAP, %), wobble 
(WOB=VAP/VCL, %), amplitude of lateral head displacement (ALH, µm) and beat cross 
frequency (BCF, Hz).  
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- Assessment of vitality 
Eosin-nigrosin stain was used to evaluate the vitality of the spermatozoa following the 
protocol described by Bjorndahl et al. (2003). An aliquot of semen was put over a glass 
slide, mixed with an equal volume of eosin-nigrosin suspension and made a smear on a 
glass slide. Immediately after the smear was dry, 100 spermatozoa in each replicate were 
examined by microscope at ×400 magnification and counted on the aid of a laboratory 
counter. Live spermatozoa had white heads and dead spermatozoa had red or dark pink 
heads. 
- Assessment of sperm plasma membrane integrity 
Hypo-osmotic swelling test (HOS test) was performed following the protocol established 
by Jeyendran et al. (1984). Briefly, 90µl of HOS test solution (100mM of Sodium Citrate) 
was placed into an eppendorf tube to warm at 37ºC for 5 minutes. Once it was heated, it 
was added to 10µl of semen, and the mixture was mixed gently with the pipette and kept 
at 37ºC for least 30 minutes. Subsequently, 100µl of 2% glutaraldehyde solution was 
added to fix the sample. Ten microliters of the mixture was placed onto a glass slide and 
covered with a coverslip for examine 100 spermatozoa in each replicate by phase-contrast 
microscope at ×400 magnification. Spermatozoa with intact membranes allowed an influx 
of water inside them resulting in swollen spermatozoa with coiled tail (Amorim et al. 
2009). 
- Assessment of acrosome integrity 
The protocol developed by Pursel and Johnson (1974) based on the fixation of the 
spermatozoa to appreciate the morphology and the integrity of acrosome membrane. Ten 
microliters of semen was immediately fixed in 90µl of glutaraldehyde 2% solution, right 
after 10µl of the mixture was placed onto a glass slide and covered with a coverslip for 
examine 100 spermatozoa in each replicate by phase-contrast microscope at x1000 
magnification and immersion oil. Acrosomes were differentially categorized into two 
classes: intact acrosome (normal apical ridge) and damaged acrosome (damaged apical 
ridge and/or missing apical ridge). 
Statistical analysis 
The study was replicated three times. Data were analysed using IBM SPSS 19.0 software 
for Windows (SPSS, Chicago, USA). Results were expressed as mean ± SEM. The effect 
of the extender, SP and time elapsed after thawing on all the parameters were analysed 
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by a General Linear Model (GLM) using a complete factorial design with interactions 
between factors. Duncan's post-hoc test was used to evaluate the effect of the extender. 
The level of significance was set at P<0.050. 
IV. RESULTS 
The comparison between the treatments showed extender A obtained the highest data 
(P<0.050) on kinematic parameters as MOT, VCL, VSL, VAP, ALH and BCF (Table 1) 
and also on other sperm quality parameters like vitality and acrosome integrity (Figure 
2). Nevertheless, as shown Figure 2, the greatest protection of sperm plasma membrane 
was performed by extender B and samples diluted with extender D showed the worst data 
on sperm quality. 
As expected, almost all sperm parameters lessened past 2 hours thawed. Kinematic 
parameters like MOT (32.5±1.4% at 0h; 15.4±1.4% at 2h), VCL (53.1±1.5µm/s at 0h; 
32.8±1.5µm/s at 2h), VSL (17.1±0.4µm/s at 0h; 13.1±0.4µm/s at 2h), VAP 
(29.8±0.7µm/s at 0h; 21.5±0.5µm/s at 2h), ALH (2.7±0.1µm at 0h; 2.4±0.1µm at 2h) and 
BCF (5.6±0.3Hz at 0h; 3.2±0.3Hz at 2h) significantly decreased (P<0.050) past 2 hours 
thawed nonetheless, other kinematic parameters as LIN (32.8±0.9% at 0h; 41.2±0.9% at 
2h), STR (57.6±0.9% at 0h, 61.1±0.8% at 2h) and WOB (56.7±0.9% at 0h; 67.2±0.8% at 
2h) raised significantly (P<0.050) after 2 hours post thawing. Sperm vitality and plasma 
membrane were affected by the time elapsed after thawing (P<0.050) (Figure 3). 
Conversely, integrity of acrosome membranes was maintain 2 hours post-thaw.  
The interaction between the extender and the time after thawing was analysed. There was 
found significant difference (P<0.001) in the percentage of motile spermatozoa between 
sperm immediately post-thaw and sperm after 2 hours incubation post-thaw in every 
group (extender) (Table 2). The highest percentage of motile spermatozoa was reached 
by extender A at 0 hours after thawing (52.9±2.8%). Extender D got the worst values at 
0 and 2 hours post-thaw. 
Regarding all sperm parameters studied, significant differences between freeze-thawed 
rabbit sperm samples processed with or without SP were not appreciated (Table 3). 
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V. DISCUSSION 
Sperm cryopreservation technique is used for conservation of banking resources 
(endangered breeds or high-value males), animal genetic diffusion between countries 
(semen from selected lines) and research. On account of the lack of an efficient 
cryopreservation method, many authors have tried to improve it by testing extenders 
(López and Alvariño 2000; Carluccio et al. 2004) and CPA (Dalimata and Graham 1997; 
Rosato and Iaffaldano 2013; Johinke et al. 2014; Nishijima et al. 2015). Nevertheless, 
Carluccio et al. (2004) demonstrated that INRA 96® diluent maintained chilled rabbit 
sperm quality better than others even though it was made specifically for chilling stallion 
sperm preservation. To avoid cryodamage caused during freeze-thawing sperm process 
some CPA should be added to chilling diluent (Fuller and Paynter 2004; Hernández et al. 
2012). Additionally, there are extenders ready to use in sperm cryopreservation such as 
BotuCrio® which is composed of lower concentration of glycerol (1%) and amides (4%). 
In this study has been observed that the addition of CPA as 6% of glycerol, DMF or NMP 
to INRA 96® (specific diluent to preserve cooled sperm) were not suitable to maintain 
sperm quality during freeze-thawing procedure as well as BotuCrio® (specific diluent to 
preserve frozen sperm). The highest data on motility and velocity parameters (VCL, VSL 
and VAP) obtained by BotuCrio® confirmed the hypothesis of Salmani et al. (2014) 
suggesting that high concentrations of CPA may increase the viscosity of the media and 
therefore decrease the velocity and movement characteristics of spermatozoa. And 
furthermore, the different concentration of glycerol contained in BotuCrio® (1% glycerol) 
and extender A (6% glycerol) could be one of the reasons for BotuCrio® maintain better 
sperm quality than extender A, supporting other authors who demonstrated that the toxic 
effect of glycerol on rabbit sperm is directly related to the concentration and the time of 
cell exposure (Alvariño 1993, Swain 2010). 
To highlight, other studies in stallion sperm cryopreservation (Olaciregui et al. 2014) 
suggested that DMF should be used to cryopreservation; contrary in other animal species 
like boar (Malo et al. 2009), canine (Lopes et al. 2009), goat (Bezerra et al. 2011) and 
fowl (Chalah et al. 1999) concluded that glycerol was more suitable CPA than DMF for 
sperm cryopreservation. In our study significant differences were not found between 
glycerol or amide solvents (DMF and NMP). These results differ from other authors such 
as Curry et al. 1995 and Mocé and Vicente 2009 suggesting that the most appropriate 
solvents to use in rabbit sperm cryopreservation should have low molecular weight and 
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high permeability as amide solvents. Moreover, these results suggested that the 
differences in fatty acid composition and sterol levels of mammals sperm membrane 
(Darin-Bennet and White 1977) make every animal species requires a specific CPA 
according to their needs.  
The motility is one of the most studied parameters which is related directly to sperm 
quality. Dalimata and Graham (1997) studied the cryopreservation of rabbit spermatozoa 
using different CPA concluding that the combination of cell permeating CPA (acetamide) 
with cell non-permeating CPA (trehalose and methyl cellulose) was the most effective 
media for rabbit sperm cryopreservation reaching 46±3% of motile spermatozoa after 
thawing. Similarly results were found by Rosato and Iaffaldano (2013) using 0.1M 
trehalose to freeze-thawed rabbit sperm (45% of MOT) and Nishijima et al. (2015) 
demonstrating that 1.5% of lecithin could be used as a CPA to freeze-thawed rabbit sperm 
(34.3±7.3% of MOT). Two interesting researches were performed by Kulíková et al. One 
was published in 2015 where they studied the cryoprotective effect of Ficoll (non-
permeable CPA) on the rabbit spermatozoa quality, as a result Kulíková et al. achieved 
50.93% of motile sperm 0 minutes after thawing and 26.93% of MOT after 2 hours post 
thaw. A recent research was published in 2017, where Kulíková et al. demonstrated no 
breed effect (Nitra and Zobor rabbit) on motile sperm after thawing, no reaching 40% of 
motile spermatozoa immediately post thaw. Interestingly comparing with available 
publications, this research achieved the highest percentage of MOT (52.9±2.8%) 
processing rabbit sperm samples with BotuCrio®. 
As other authors have published, the sperm quality decreased past 2 hours at 37ºC thawed 
(Kulíková et al. 2015; Hall et al. 2017) may be due to the peroxidation of spermatozoa 
during the conservation (Darin-Bennet and White 1977; Castellini et al. 2006). In spite of 
almost all parameters decreased, there was not observed a significant alteration on the 
membrane of the acrosome after 2 hours thawed. This appreciation along with the good 
percentage of alive and motile spermatozoa suggests that frozen sperm samples thawed 
during 2 hours may be able to use for artificial insemination. Naturally, the faster artificial 
insemination with thawed sperm is performed, higher fertility rate will be obtained. 
In the present experiment the elimination of SP prior to cryopreservation did not exert a 
beneficial effect on sperm survival post freeze-thawing procedure. This observation is in 
agreement with previous findings of Gogol (1999), reporting that freeze-thawed samples 
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processed with SP obtained similar fertility (81%) than samples without SP (77%). 
Similarly Dalimata and Graham (1997) and Aksoy et al. (2008) came to the conclusion 
that a detrimental effect of SP removing during cryopreservation process on sperm 
fertilizing ability seems unlikely. For that reason, despite SP containing beneficial 
components for sperm, this results suggest that it is not necessary to remove SP during 
cryopreservation process what would diminish and facilitate freeze-thawing sperm 
protocol. 
VI. CONCLUSION 
To our knowledge BotuCrio® has never been studied for freezing rabbit sperm and whilst 
it is a commercial diluent for stallion sperm cryopreservation, the finding of this research 
is very important revealing that BotuCrio® is a good extender for using in freeze-thawing 
rabbit sperm procedure. Anyhow, further studies should be carried out to confirm this 
results by in vivo experiments and determine the optimal concentration of glycerol, DMF 
and NMP cryoprotectants. Additionally, artificial insemination with frozen sperm should 
perform immediately after thawing and the elimination of SP is not necessary making 
easier the cryopreservation process of rabbit sperm.  
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IX. FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Recap of the experimental design. 
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Figure 2. Percentage of vitality, HOS test and acrosome integrity of frozen rabbit sperm 
diluted with extender A, B, C and D. Data are mean ± SEM. Different letters within each 
diagnostic test denote statistical differences (p<0.05). 
 
Figure 3. Percentage of vitality, HOS test and acrosome integrity of rabbit sperm 
analysed at 0 and 2 hours after thawing. Data are mean ± SEM. Different letters within 
each diagnostic test denote statistical differences (p<0.05). 
 
  
93  
 
X. TABLES 
Table 1 
Effect of extender A-D on kinematic parameters of freeze-thawed rabbit spermatozoa 
from SP and Non-SP groups.  
 MOT 
(%) 
VCL 
(µm/s) 
VSL 
(µm/s) 
VAP 
(µm/s) 
Extender A 38.5±2.0a 48.6±2.2a 17.8±0.6a 29.2±1.1a 
Extender B 21.2±2.0b 42.1±2.2b 15.5±0.6b 26.1±1.1ab 
Extender C 23.4±1.9b 42.9±2.1b 14.8±0.6b 25.0±1.0bc 
Extender D 12.5±1.9c 38.2±2.0b 12.5±0.6c 22.3±1.0c 
p <0.001 0.008 <0.001 <0.001 
 
 LIN 
(%) 
STR 
(%) 
WOB 
(%) 
ALH 
(µm) 
BCF 
(Hz) 
Extender A 37.3±1.3a 60.9±1.2a 61.2±1.2a 2.8±0.1a 5.8±0.4a 
Extender B 37.9±1.3a 60.0±1.2a 62.9±1.2a 2.5±0.1ab 4.1±0.4ab 
Extender C 36.3±1.2a 59.6±1.2a 60.7±1.2a 2.7±0.1a 4.6±0.4a 
Extender D 36.5±1.2a 56.9±1.1a 62.9±1.2a 2.2±0.1b 2.9±0.4b 
p 0.781 0.092 0.405 0.012 <0.001 
*Different letters within each column denote statistical differences (P<0.050). Data are 
mean ± SEM. 
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Table 2 
Percentage of motile spermatozoa of post thaw rabbit sperm at 0 and 2 hours diluted with 
extender A, B, C and D from SP and Non-SP groups.  
 
Hours 
after thawing 
MOT 
(%) 
Extender A 
0 52.9±2.8a 
2 24.3±2.8bc 
Extender B 
0 25.6±2.8b 
2 16.8±2.8c 
Extender C 
0 35.0±2.8b 
2 11.9±2.7d 
Extender D 
0 16.4±2.7c 
2 8.7±2.7e 
*Different letters within each column denote statistical differences (P<0.050). Data are 
mean ± SEM. 
Table 3 
Effect of seminal plasma on freeze-thawed rabbit spermatozoa on MOT, vitality, HOS 
test and acrosome integrity parameters.  
 MOT 
(%) 
VCL 
(µm/s) 
VSL 
(µm/s) 
VAP 
(µm/s) 
LIN  
(%) 
STR 
(%) 
Without SP 24.0±1.4 42.5±1.5 14.9±0.4 25.1±0.7 37.0±0.9 59.9±0.9 
With SP 23.9±1.4 43.4±1.5 15.4±0.4 26.2±0.7 36.9±0.9 58.8±0.8 
p 0.968 0.684 0.480 0.327 0.928 0.351 
 
 WOB 
(%) 
ALH 
(µm) 
BCF 
(Hz) 
Vitality  
(%) 
HOS 
test 
(%) 
Acrosome 
integrity 
(%) 
Without SP 61.6±0.9 2.6±0.1 4.5±0.3 42.7±1.5 43.7±1.6 41.6±2.8 
With SP 62.4±0.9 2.6±0.1 4.3±0.3 40.9±1.5 45.2±1.7 36.1±2.9 
p 0.519 0.984 0.687 0.387 0.479 0.230 
* Data are mean ± SE.
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Artículo 5 
“Long-term preservation of freeze-dried rabbit sperm by 
adding rosmarinic acid and different chelating agents”  
(Cryobiology. 81, 174-177, 2018) 
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CONCLUSIONES 
 
1. La adición de DMF al diluyente base de refrigeración INRA 96® ejerce un efecto 
protector sobre la membrana de los espermatozoides mejorando la calidad de los 
mismos durante un período de refrigeración de 72 horas.  
2. El mantenimiento del PS durante la refrigeración espermática ejerce un efecto 
protector sobre las membranas de los espermatozoides y mejora los parámetros 
cinéticos. 
3. En la congelación espermática la eliminación previa del PS no mejora la calidad 
de los espermatozoides tras la descongelación, siendo innecesaria su eliminación. 
4. El diluyente BotuCrio® representa una alternativa en la congelación seminal en la 
especie cunícola.  
5. El agente quelante EDTA preserva más eficientemente la integridad del ADN de 
los espermatozoides de conejo liofilizados y además, la adición de ácido 
rosmarínico en el medio de liofilización disminuye el porcentaje de ADN 
fragmentado. 
6. Los espermatozoides de conejo liofilizados pueden conservarse tanto a 4ºC como 
a temperatura ambiente, ofreciendo similares porcentajes de ADN fragmentado 
tras su rehidratación.  
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CONCLUSIONS 
 
1. The addition of DMF to INRA 96® diluent exerts a protective effect on the 
membrane of spermatozoa, enhancing seminal quality of cooled rabbit sperm 
stored during 72 hours. 
2. Seminal plasma exerts a protective effect on rabbit sperm membranes and 
improves sperm kinetics.  
3. The elimination of seminal plasma in freeze-thawing protocol does not enhance 
sperm quality. 
4. BotuCrio® is a good extender for using in freeze-thawing rabbit sperm procedure.  
5. EDTA chelating agent maintains greater DNA integrity of freeze-dried rabbit 
sperm and the addition of rosmarinic acid to freeze-drying media reduces the 
percentage of fragmented DNA. 
6. Freeze-dried rabbit sperm can be preserved at 4ºC and room temperature, 
providing a similar percentage of fragmented DNA after rehydration. 
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RESUMEN 
 
La inseminación artificial (IA) con semen refrigerado es la práctica más común en las 
explotaciones cunícolas, por lo que cualquier mejora en la misma ayudaría a aumentar 
significativamente su eficiencia. Por otro lado, la congelación espermática en cunicultura 
es un método utilizado únicamente en investigación o para la preservación de especies en 
peligro de extinción, debido a la baja tasa de supervivencia espermática tras la 
descongelación seminal. De este modo, una mejora en la técnica de congelación facilitaría 
el almacenamiento de recursos genéticos y el transporte de material genético sin la 
necesidad de transportar animales vivos. Por último, la liofilización de espermatozoides 
es un método muy innovador que aún está en proceso de desarrollo. La puesta a punto de 
este método supondría un gran avance en la reproducción asistida, ya que facilitaría el 
almacenamiento de dosis seminales durante largos períodos de tiempo sin la necesidad 
de utilizar nitrógeno líquido (LN2). Por todo ello, el principal objetivo de este trabajo fue 
investigar los diferentes puntos críticos de los procesos de refrigeración, congelación y 
liofilización espermática con el fin de mejorar la preservación seminal en la especie 
cunícola. 
El objetivo de la primera experiencia fue evaluar si el plasma seminal (PS) puede mejorar 
la calidad de los espermatozoides almacenados a 16ºC durante 72 horas y también evaluar 
el efecto protector del glicerol, DMF y NMP. Las muestras seminales se homogeneizaron 
y dividieron en ocho fracciones. Una de ellas se diluyó con INRA 96® (diluyente A) y las 
otras tres con INRA 96® y un crioprotector (CP) al 6%: glicerol (diluyente B), DMF 
(diluyente C) o NMP (diluyente D). Las otras cuatro fracciones se centrifugaron y el 
sobrenadante se descartó para eliminar el PS. A continuación, cada muestra se 
resuspendió con el diluyente A, B, C o D, respectivamente. Todas las muestras se 
almacenaron a 16ºC y se analizaron a las 4, 24, 48 y 72 horas mediante el sistema 
integrado de análisis de semen (ISAS®) y las pruebas de vitalidad, test hipoosmótico 
(HOS test) e integridad del acrosoma. Tras analizar los resultados, las muestras 
procesadas con PS mostraron un mayor porcentaje (p=0.020) de espermatozoides con la 
membrana plasmática sin dañar (71,9±1,6%) que las muestras procesadas sin PS 
(66.5±1.6%). Por otro lado, los espermatozoides sin PS obtuvieron mejores parámetros 
cinéticos. Los diluyentes A y C mostraron excelentes resultados en MOT (63.1±4.3% 
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diluyente A; 63.4±3.7% diluyente C), vitalidad (88.9±2.6% diluyente A; 87.7 ± 2.7% 
diluyente C) y HOS test (68.9±1.4% diluyente A; 75.2±1.4% diluyente C). Los peores 
resultados fueron obtenidos por los diluyentes B y D. Estos resultados sugieren que el PS 
ejerce una acción protectora en las membranas de los espermatozoides de los conejos y 
mantiene la MOT. La adición de glicerol y NMP a un diluyente de refrigeración base 
como INRA 96® no mejora la calidad del esperma del conejo. Sin embargo, la DMF 
ejerce un efecto protector sobre la membrana de los espermatozoides mejorando la 
calidad seminal durante la preservación del esperma del conejo a 16ºC. 
En la segunda experiencia se valoró el efecto de diferentes crioprotectores como el 
glicerol, DMF y NMP en espermatozoides de conejo refrigerados a dos temperaturas 
(16ºC y 4ºC) durante 72 horas. Las muestras seminales se dividieron en cuatro fracciones 
y se diluyeron con: INRA 96® (diluyente A) e INRA 96® con un CP al 6%: glicerol 
(diluyente B), DMF (diluyente C) o NMP (diluyente D). Posteriormente cada muestra se 
dividió en dos tubos eppendorf para ser almacenada cada muestra a 16ºC y 4ºC. Se 
analizaron a las 4, 24, 48 y 72 horas con el programa ISAS® y se realizaron las pruebas 
vitalidad, HOS test y la integridad del acrosoma. Como resultado, el diluyente C mostró 
una mayor MOT, vitalidad y HOS test que el extender B y D (p<0.050). A pesar de que 
la calidad seminal disminuyó con el tiempo (p<0.050), se observó que a las 24 horas de 
almacenamiento, las muestras procesadas con DMF mantuvieron una mayor MOT y de 
espermatozoides con la membrana plasmática sin dañar. Estos resultados sugieren que la 
adición de glicerol y NMP a INRA 96® no ofrece ventajas. Sin embargo, se ha demostrado 
que la adición de DMF a INRA 96® ejerce un efecto protector sobre la membrana de los 
espermatozoides mejorando la calidad seminal. La temperatura de almacenamiento entre 
16ºC y 4ºC no afectó la calidad de los espermatozoides de los conejos. 
El objetivo de la tercera experiencia fue encontrar un protocolo adecuado para mejorar la 
criopreservación de espermatozoides de conejo analizando el papel que desempeña el PS 
y diferentes CP sobre la calidad seminal en el momento de la descongelación y 
transcurridas 2 horas. Las muestras seminales se homogeneizaron y se dividieron en ocho 
fracciones. Una de ellas se diluyó con BotuCrio® (diluyente A) y las otras tres con INRA 
96® más un CP al 6%: glicerol (diluyente B), DMF (diluyente C) o NMP (diluyente D). 
Las otras cuatro fracciones se centrifugaron y el sobrenadante se descartó para eliminar 
el PS. Luego, cada muestra se resuspendió con el diluyente A, B, C o D. Las muestras se 
enfriaron progresivamente, se cargaron en pajuelas de congelación de 0.5 ml y se 
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congelaron con vapores de LN2. La descongelación se realizó colocando las pajuelas en 
un baño maría a 37ºC durante 21 segundos. Las muestras se colocaron en tubos eppendorf 
para su análisis mediante el programa ISAS®, y se realizaron las pruebas de vitalidad, 
HOS test e integridad del acrosoma. Los mejores resultados de MOT y parámetros 
cinéticos fueron obtenidos por diluyente A (p<0.050), incluso cuando se comparó la MOT 
con estudios previos utilizando otros diluyentes. La calidad de los espermatozoides 
disminuyó a las 2 horas de su descongelación (p<0.050) y no se encontraron diferencias 
significativas entre las muestras procesadas con o sin PS. Esta experiencia revela que el 
BotuCrio® podría usarse para la criopreservación de espermatozoides de conejos y, 
además, que la eliminación del PS durante el proceso de congelación seminal no es 
necesaria, facilitando y reduciendo el tiempo de procesado de las muestras. 
En la cuarta experiencia se intentaron mejorar las condiciones de almacenamiento de 
muestras de semen liofilizadas añadiendo al medio de liofilización diferentes agentes 
quelantes como EDTA y EGTA y un antioxidante (ácido rosmarínico). La liofilización 
se ha aplicado como una tecnología alternativa para preservar recursos genéticos durante 
largos períodos de tiempo y permitir el envío de espermatozoides a 4ºC entre largas 
distancias. Sin embargo, el ADN de los espermatozoides puede dañarse debido al estrés 
mecánico u oxidativo al que son sometidos durante la liofilización. Para llevar a cabo esta 
experiencia los espermatozoides de conejo se liofilizaron en medio básico (tampón Tris-
HCl 10 mM y NaCl 50 mM) suplementado con EGTA 50 mM (EGTA), EGTA 50 mM 
más ácido rosmarínico 105 μM (EGTA-RA), EDTA 50 mM (EDTA) o EDTA 50 mM 
más 105 μM ácido rosmarínico (EDTA-RA). Las muestras de semen se mantuvieron a 
4ºC y temperatura ambiente durante 8 meses. Tras la rehidratación, la integridad del ADN 
se evaluó con el test de dispersión de la cromatina del espermatozoide (SCDt) observando 
que la fragmentación del ADN era mayor cuando las muestras de semen se liofilizaban 
con EGTA (10.9%) en vez de EDTA (4.1%) (p<0.001). Además, el ácido rosmarínico 
actuó mejor en condiciones adversas y no se encontraron diferencias significativas en el 
almacenamiento a temperatura ambiente. Por ello, la liofilización es un método que puede 
permitir la conservación de recursos genéticos entre 4 y 25ºC durante 8 meses y 
transportarlos sin la necesidad de LN2 o hielo seco. El agente quelante EDTA es el medio 
de liofilización más adecuado para preservar semen de conejo liofilizado y la adición de 
ácido rosmarínico protege el ADN contra el estrés oxidativo causado durante la 
liofilización.
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SUMMARY 
 
Artificial insemination with cooled semen is the most common practise in rabbit farms 
and any improvement in it helps to increase the efficiency of rabbit meat farms. On the 
other hand, the cryopreservation of rabbit sperm is a method only used for researching or 
preserving breeds on the verge of extinction, due to the low rate of sperm survival after 
thawing. In this way, an improvement of the cryopreservation process could make easier 
the storage of genetic resources and the transport of seminal doses instead of live animals. 
Finally, freeze-drying is a very innovative method that is still in development process. 
Tuning of this method would be a great advance in assisted reproduction, since it would 
facilitate the storage of seminal doses for long periods of time without the need to use 
liquid nitrogen (LN2).  
Therefore, the main objective of this research was to investigate the different critical 
points of sperm refrigeration, freeze-thawing and freeze-drying process in order to 
improve seminal preservation in the rabbit species. 
The purpose of the first experiment was evaluate whether seminal plasma (PS) can 
improve sperm quality of rabbit spermatozoa stored at 16ºC till 72 hours and moreover 
evaluate the cryoprotectant effect of glycerol, DMF and NMP. Semen samples were 
pooled and divided in eight fractions. Four of them were diluted with INRA 96® (extender 
A), INRA 96® with 6% glycerol (extender B) or 6% DMF (extender C) or 6% NMP 
(extender D) respectively. The other four fractions were centrifuged and the supernatant 
was removed in order to eliminate PS. Then each sample was resuspended with extender 
A, B, C and D respectively. All samples were stored at 16ºC and were analysed at 4, 24, 
48 and 72 hours by integrated sperm analysis system (ISAS®), vitality test, hypo-osmotic 
swelling test (HOS test) and acrosome integrity test. After analyse the results, samples 
with PS showed a significant higher percentage (p=0.02) on HOS test (71.9±1.6%) than 
non-PS samples (66.5±1.6%). Non-PS samples had better results on kinematic 
parameters. Extender A and C showed great results on MOT (63.1±4.3% A; 63.4±3.7% 
C), vitality (88.9±2.6% A; 87.7±2.7% C) and HOS test (68.9±1.4% A; 75.2±1.4% C). 
Extender B and D showed the worst data on sperm quality. These results suggest that PS 
exerts a protective action on rabbit sperm membranes and kept sperm motility greater. 
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The addition of glycerol and NMP to INRA 96® do not improve rabbit sperm quality 
nevertheless, DMF exerts a protective effect on the membrane of spermatozoa improving 
seminal quality during rabbit sperm preservation at 16ºC. 
In the second experiment we evaluated the effect of different cryoprotectant agents (CP) 
as glycerol, DMF and NMP on cooled rabbit sperm stored at 4ºC and 16ºC during a long 
period of time. Sperm samples were diluted with INRA 96® (extender A), INRA 96® with 
6% glycerol (extender B) or 6% DMF (extender C) or 6% NMP (extender D) respectively, 
were stored at 4ºC and 16ºC and analysed at 4, 24, 48 and 72 hours after refrigeration by 
ISAS®, eosin-nigrosin stain (vitality), HOS test and acrosome integrity test. As a result, 
Extender C showed higher MOT, vitality and HOS test than extender B and D (p<0.050). 
Whereas sperm quality decreased over time (p<0.050), data showed that the addition of 
DMF kept MOT and sperm plasma membrane integrity after 24 hours of storage better 
than other diluents. These results suggest that the addition of glycerol and NMP to INRA 
96® did not offer advantages. Nevertheless, it has been demonstrated that the addition of 
DMF to INRA 96® exerts a protective effect on the membrane of spermatozoa improving 
seminal quality. The temperature of storage among 4ºC and 16ºC did not affect the quality 
of rabbit sperm. 
The aim of the third experiment was to find a suitable protocol to enhance frozen rabbit 
sperm preservation analysing the role that PS plays and the effect of different CP on sperm 
quality 0 and 2 hours after thawing. Sperm samples were pooled and divided in eight 
fractions. Four of them were diluted with BotuCrio® (extender A), INRA 96® plus 6% 
glycerol (extender B), 6% DMF (extender C) and 6% NMP (extender D) respectively. 
The other four fractions were centrifuged and the supernatant was discarded in order to 
eliminate the PS. Each sample was then resuspended with extender A, B, C and D, 
respectively. Samples were cooled progressively, loaded into 0.5 ml freezing straws and 
frozen with liquid nitrogen vapour. Thawing was performed by placing the straws into a 
bain-marie at 37ºC for 21 seconds. Straws were dried and sperm samples placed into 
eppendorf tubes to be analysed by ISAS® software, vitality test, HOS test and acrosome 
integrity test. After the results, the highest data on MOT and velocity parameters was 
obtained by extender A (p<0.050) even when MOT parameter was compared with 
previous studies using other diluents. Additionally, sperm quality decreased over 
incubation time (p<0.050) and no differences were found in samples processed with or 
without PS. This research reveal that BotuCrio® could be used for rabbit sperm 
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cryopreservation and moreover the improvement of the cryopreservation process of rabbit 
sperm due to the demonstration that PS removing is not required. 
In the fourth experiment we tried to improve storage conditions of freeze-dried sperm 
samples by adding different chelating agents and antioxidants to freeze-drying media. 
Freeze-drying technique has been applied as an alternative technology to preserve gene 
resources to allow simple sperm preservation and shipment at 4ºC. Nevertheless, DNA 
sperm might be damaged by mechanical or oxidative stress throughout freeze-drying 
procedure. Therefore, to perform this experiment, rabbit sperm were freeze-dried in basic 
medium (10mM Tris-HCl buffer and 50mM NaCl) supplemented with 50 mM EGTA 
(EGTA), 50 mM EGTA plus 105 µM rosmarinic acid (EGTA-RA), 50 mM EDTA 
(EDTA) or 50 mM EDTA plus 105 µM rosmarinic acid (EDTA-RA). Semen samples 
were kept at 4ºC and room temperature during 8 months. After rehydration, DNA 
integrity was evaluated with sperm chromatin dispersion test (SCDt) observing that DNA 
fragmentation was higher when semen samples were freeze-dried with EGTA (10.9%) 
than with EDTA (4.1%) (p<0.001). Furthermore, rosmarinic acid acted better under 
adverse conditions and no significant differences were found in temperature storage. 
Summarizing, freeze-drying is a method that can allow simple gene resources 
preservation among 4ºC to 25ºC during 8 months and transportation without the need for 
LN2 or dry ice. EDTA chelating agent is the most suitable media for freeze-dried rabbit 
sperm and the addition of rosmarinic acid protects the DNA against the oxidative stress 
caused during freeze-drying procedure. 
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